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第一章 序論 
 
第一節 カルボランの特徴と基本的反応 
 
カルボランの構造 
 
水素化ホウ素の最小構造であるボラン (BH3) のB原子の最外
殻電子数は6であり, オクテット則を満たしていない. このこと
からボランは単一では存在せず, エーテルやスルフィドとの複
合体として存在するか, 二量体のジボラン (B2H6) として存在し
ている. ジボランにおける各原子同士の結合は, Bから末端の4H 
との結合はsp2の2中心2電子 (2c2e) 結合であるが, 二つのBと中
央のH とは電子不足な3中心2電子 (3c2e) 結合を形成している 
(Figure 1-1).           
 
 
Figure 1-1 
  
またボラン類は構造研究分野においてホウ素クラスターとも呼ばれ, それぞれの立体構造
はギリシャ語のcloso (殻, 閉じた) , nido (鳥の巣のような) , arachno (くもの巣のような) , hypho 
(網のような) などを用いて表される. このように原子価結合法では理解しにくいボラン類の
電子状態と分子構造は, それらの関係を示すWade則 1) によって理解される. Wade則によると, 
ホウ素クラスターの頂点数をnとした場合その立体構造は, 骨格電子数が2n+2の場合はcloso, 
2n+4の場合はnido, 2n+6の場合はarachnoとなる (Figure 1-2).   
 
 
Figure 1-2 
 
closo となるホウ素クラスターの化学式は (BnHn)2- であり, 骨格電子数はホウ素の価電子で
ある 3 電子の内の 2 電子 (残りの 1 電子は B-H 結合に供給される) と余分の 2 電子 (-2 価) と
の総和, 2n+2 個である. また, (BnHn)2- の B 原子のうち 2 個を C 原子に置換した, 電気的に中性
な C2Bn-2Hnの場合も, 骨格電子数が C 原子からの 3 電子 (C 原子の 4 電子中 1 電子は C-H 結
合に供給される) , B 原子からの 2 電子の総和で, 2n+2 であり立体構造は closo 型である. この
ような炭素を含むホウ素クラスターはカルボラン, もしくはカルバボランと総称されるが, こ
の名称は特に最も一般的な , n=12 中性の closo 型カルボラン C2B10H12 (dicarba-closo-
 2 
dodecaborane) のことを指す場合が多い. 2) この場合 26 個の骨格電子が球状二十面体骨格内に
非局在しており, この電子の非局在化によってカルボランは水素化ホウ素化合物の中では例
外的な熱的, 化学的安定性を示す.  
 
またカルボランには二つの炭素の位置によって, o-, m-, p-の三種の異性体が存在する (Figure 
1-3). o-カルボランにおける各原子間距離は, C-C (1.62-1.70 Å) , B-C (1.70-1.75 Å) , B-B (1.70-1.79 
Å) である. 3) このため C-C, B-C 結合は通常の C-C 結合 (約 1.54 Å) より長くなっているため, 
カルボランの大きさはベンゼンを回転させたものやアダマンタンより若干大きい. このカル
ボラン分子の大きさと先に述べた骨格電子の非局在, また炭化水素に匹敵する高い疎水性よ
り, カルボランはしばしば三次元的なベンゼンとも称される. またカルボランの CH 水素は, 
カルボラン環の電子欠損性によって比較的酸性度が高く, その pKa は異性体間で若干異なっ
ている. 3) 
 
                                
           
 
 
 
 
 
 
                                  Figure 1-3 
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カルボラン異性体間での疎水性と電子吸引性の相違 
 
カルボラン異性体間でCHの酸性度が異なることは先に述べたが, カルボラニルフェノール
の場合, カルボランの異性体間だけでなく, ベンゼン環の置換位置によってカルボランによる
電子的効果や, 化合物全体の疎水性も異なることが明らかとなっている. 4) 以下に8種のカル
ボラニルフェノールの疎水性パラメーターおよび置換基定数- 値を示す (Figure 1-4). ベン
ゼン環の置換位置がカルボランC上である場合の方がB上への置換に比べ, 電子吸引性, 疎水
性共に上昇する傾向がみられる.  
 
 
Figure 1-4 
 
 
カルボランの基本的反応 
 
o-カルボランは, アルキンを Lewis 塩基存在下, nido-decaborane (B10H14) と加熱することで
合成され, 使用できるアルキンは無置換に限らない. 5) それに対し m-カルボランと p-カルボラ
ンはそれぞれ o-カルボランの 400–500 oC および 600–700 oC での熱骨格転移によって得られ
る 6) (Scheme 1-1). これは各異性体間の熱力学的な安定性に起因し, またこれら異性体の構造
は 11B-NMR と X 線結晶構造情報により決定された. 7) 
 
 
 
Scheme 1-1 
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カルボラン環への置換基導入方法には以下のような反応が適応でき, 様々な誘導体に導く
ことが可能である.  
 
(1) カルボランの2つのC原子上のHは, n-BuLiのような強塩基によって容易に引き抜かれてリ
チオ体に導かれ, アルキルハライドやアルデヒド等の求核剤との反応によって, C-アルキルや
C-(1-ヒドロキシルアルキル) カルボラン等, 様々な誘導体へと変換できる (Scheme 1-2). 8) 
 
 
Scheme 1-2 
 
(2) カルボランC上への芳香環の導入は, カルボランのリチオ体に塩化銅 (I) を作用させ有機
銅化合物とした後, ヨウ化アリールなどとのUllmann型カップリング反応によって可能である 
(Figure 1-3). 9)  
 
 
Scheme 1-3 
 
(3) C-ヒドロキシカルボランはフェノールや安息香酸に匹敵する高い酸性度といった興味深い
物性を示すが, この簡便かつ効率的な合成法も開発されている. カルボランをボロン酸エステ
ル化し, AcOH 存在下 H2O2 と反応させることで, 1 pot かつ高収率で C-ヒドロキシカルボラン
を得ることができる (Scheme 1-4). 10)  
 
 
Scheme 1-4 
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(4) カルボランB上への置換基導入の足掛かりとして, ルイス酸存在下I2を反応させると, 求電
子的に電子密度の高いB上にヨウ素が導入される. カルボランのB原子はC原子から離れるほ
ど電子密度が上昇するので, それぞれo-カルボランの場合は9, 12位, m-カルボランの場合は9, 
10位, p-カルボランの場合は2, 9位のホウ素がヨウ素化される (Scheme 1-5). 11) 
 
 
Scheme 1-5 
 
(5) 上記の様にして合成されたカルボランのB-ヨウ素化合物は, パラジウム触媒存在下, 有機
金属試薬とクロスカップリング反応をする (Scheme 1-6). 12) 
 
 
Scheme 1-6 
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第二節 カルボラン含有化合物 
 
カルボランの応用研究は, 材料化学, 反応化学, 医薬化学等様々な分野での利用が検討され
ている. 材料化学分野では, カルボラン含有高分子化合物を用いた耐熱性材料の開発 13), 反応
化学分野では, カルボラン誘導体やメタロカルボランを含む反応触媒の開発等が進められて
いる. 14) 一方医薬化学分野では, がんのホウ素中性子捕捉療法 (Boron Neutron Capture Therapy; 
BNCT) への応用と, 疎水性ファーマコフォアとしてのカルボランの応用研究が盛んに行われ
ている. 15) 
 
BNCTとは, 10Bと熱中性子との核反応で生じるエネルギーを利用し, がん細胞だけ局所的に
殺傷する方法である. BNCTと一般的な放射線治療で大きく異なる点は, 放射線治療で使用す
るx線や線は照射された細胞全てに障害を与えるのに対し, BNCTは中性子線を照射された細
胞内の10B含有量に応じて効果が出る点である (Figure 1-5). 熱中性子は原子核に捕獲されるこ
とで原子核の核分裂反応を引き起こすが, 原子核への捕獲確率は中性子捕捉断面積 (barn) と
して表される. 10Bの捕捉断面積が3838 barnと大きいのに対し, 生体原子である12Cや14N, 16Oの
捕捉面積は最大で2 barnと極めて小さい. さらにここで用いる熱中性子のエネルギーは非常に
小さく (~ 0.5 eV) , また核反応で生じる線 (4He) および7Liの飛行距離は細胞1個分程度しか
ないことから, 周囲の細胞には影響を与えず, 10Bが集積した細胞にのみ作用する. BNCTのホ
ウ素キャリアー開発では, がん細胞に特異的に集積すること, またホウ素含量が高いことが重
要となる. ホウ素含量の点において, カルボランをはじめとするホウ素クラスターは非常に有
用であると考えられる. 現在この治療法はまだ臨床試験段階ではあるが, 低毒性でがん細胞選
択的に集積するホウ素キャリアーの開発や, 新たな中性子源の開発が盛んに進められている.  
 
 
        
Figure 1-5 
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臨床試験で用いられているホウ素キャリアーはフェニルアラニン誘導体BPA (p-
boronephenylalanin) と, ホウ素クラスター化合物BSH (mercaptoundecahydrododecaborate) の二
化合物であるが (Figure 1-6), それぞれ脳腫瘍, 悪性黒色腫等に対する治療実績がある. また近
年では, 様々な小分子ホウ素化合物やリポソームを用いたホウ素ドラッグデリバリーシステ
ム等の開発の他, カルボランを含むホウ素キャリアーの開発も盛んに進められている.  
 
 
Figure 1-6 
 
ホウ素キャリアーの研究が進められる一方, BNCTに必要な大線量の中性子線は原子炉から
しか得られないという制約があったが、近年病院内に設置できる中性子源用の小型加速器の開
発が精力的に進められた。すでに脳腫瘍、悪性黒色腫、頭頚部がんなどに対する臨床試験が数
百例実施され、2018～2019年中の薬事承認、実用化が大いに期待されている 
 
またカルボランを疎水性ファーマコフォアとして利用する創薬研究は, カルボランの高い
疎水性と球状の立体構造, また位置選択的な置換基導入が可能な点から, 医薬化合物の疎水性
構造として適するとの考えに基づいている. 実際当研究室でも生理活性物質の部分構造とし
てカルボランを用い, 種々の生理活性物質への応用, 有効性を示してきた.  
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カルボラン含有エストロゲン受容体リガンド 
 
エストロゲン受容体 (Estrogen receptor: ER) は生体内エストロゲンである17-estradiol (E2) 
の結合により活性化される. E2と受容体との結合にはE2-ER複合体X線結晶解析 16) より, フェ
ノール性水酸基, およびそれに対して適切な空間位置にある水酸基, そしてそれらの中間にス
テロイド骨格のC, D環に対応する嵩高い疎水性構造が不可欠なことが明らかとなっている.  
 
E2のステロイド骨格の嵩高いC, D環部分をp-カルボラン環に置き換えることで, カルボラン
含有エストロゲンとしてBE120が設計された (Figure 1-7). 17)  
 
 
Figure 1-7 
 
転写活性化試験の結果BE120はE2の10倍以上の強力な活性を示し (Figure 1-8), ERに対する
競合結合試験ではE2よりも強い受容体親和性を示した (Figure 1-9).  
 
     
         Figure 1-8                               Figure 1-9 
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このようにBE120がE2よりも強いERアゴニスト活性を有している事実は, ドッキングシミ
ュレーションの結果からも説明できる. BE120の二つの水酸基はER中の適切な位置でGlu353, 
Arg394, およびHis524と水素結合を形成している. また, リガンド結合領域の中心に広がる疎
水性ポケットには, カルボラン環がステロイド骨格に対して, より空間の余地なく入り込むこ
とで, 一層強く疎水性相互作用を形成すると考えられる (Figure 1-10). 18), 19) 
   
                E2                                   BE120 
Figure 1-10 
 
BE120の強力なERアゴニスト活性は卵巣摘出 (OVX) マウスを用いたin vivo評価でも確認
されている. OVXマウスは内因性エストロゲンの欠如によって, 子宮の収縮と著しい骨密度低
下が認められることより, 骨粗鬆症モデルとして用いられている. OVXマウスにE2および
BE120を皮下投与し, 子宮重量および大腿骨の骨密度を測定した. 生体内エストロゲンである
E2の投与により子宮重量, 骨密度共に回復するのに対し, 100 ng/dayのBE120の投与することで, 
子宮重量 (Figure 1-11A)および骨密度 (Figure 1-11B, C) をE2と同程度回復させることが明ら
かとなった. 20) 
 
 
Figure 1-11 
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カルボラン含有アンドロゲン受容体リガンド 
 
アンドロゲン受容体 (Androgen receptor: AR) は, 生体内アンドロゲンであるtestosterone (TS), 
およびその活性代謝物であるdihydrotestosterone (DHT) の結合により活性化される. 先にも述
べたE2をリード化合物としたBE120の開発を基に, TSからシクロヘキシルカルボラン誘導体
BA111を設計したが, 予想に反しBA111はARアゴニスト活性を全く示さず, アンタゴニスト
活性を示した (Figure 1-12). 21) 核内受容体リガンドの開発では, 本来アゴニストである分子に
嵩高い構造を組み込むとアンタゴニストとして作用することはしばしば見られる. これは化
合物が受容体には結合するものの, アゴニストが結合した際とは受容体立体的構造が変化す
ることで, その後の転写活性化や転写共役因子との結合が正常に行われなくなるためと考え
られる.  
 
Figure 1-12 
 
またこのカルボランの導入によるARアンタゴニスト活性の発現と, 前立腺がん治療薬とし
て代表的なARアンタゴニストであるhydroxyflutamide (OHFlu) およびbicalutamideが, そのベ
ンゼン環上にニトロ基やシアノ基といった電子吸引基を有していることを基に, カルボラン
含有ARアンタゴニストとしてBA321およびBA341が設計, 合成された. 両化合物はアンドロ
ゲン依存的に増殖するSC-3細胞の増殖を10-6 Mオーダーで抑制し, DHTを用いたhARに対する
競合結合試験でも濃度依存的な親和性を示し, いずれの評価においても, その作用はOHFluよ
りも強力なものであった (Figure 1-13). 22) 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                  
Figure 1-13 
Inhibition of SC-3 cells proliferation with TS (10 nM) Inhibition of specific [
3H] DHT (4 nM) binding with hAR. 
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BA341とARのドッキングシミュレーションによると, BA341のシアノ基および水酸基は, 
OHFluが相互作用するArg752, Gln711, Asn705, The877と水素結合を形成することが示唆された. 
また, カルボラン導入によるARアンタゴニスト活性の発現は, アンタゴニスト活性発現に重
要なヘリックス12に存在するMet895とカルボラン環との位置関係よって説明された. カルボ
ランとMet895が近接していることより, p-カルボラン環の立体的な嵩高さによってヘリックス
12がアゴニストフォームからアンタゴニストフォームに移動されることによって活性が発現
すると推察された (Figure 1-14). 23) 
 
 
Figure 1-14 
 
この他にもカルボラン含有医薬化合物としては, レチノイドX受容体リガンド 24), 25), シク
ロオキシゲナーゼ阻害剤 26), HIVプロテアーゼ阻害剤 27) 等の研究も進められているが, 本研
究室では先で述べたER, ARといった核内受容体をターゲットとした抗腫瘍薬や骨粗鬆症治療
薬の開発を中心に進めており, in vitroだけでなくin vivoでも有効な化合物を多数見出してきた.  
 
 
カルボラン含有医薬化合物において最も特徴的な点は, 一般的な医薬品にはほとんど含ま
れないホウ素原子が10原子も含まれていることである. ホウ素は植物の細胞壁に含まれてい
ることから, ヒトに対しては害が無い元素とされているが, 世界中で実際に使用されている医
薬品にホウ素を含む化合物は, 数えるほどしか存在せず, ほとんどの低分子医薬品の構造は, 
炭素, 酸素, 窒素, ハロゲンなどの非常に限られた元素で構成されている. 28) しかし近年ホウ
素含有医薬品の開発は, 従来の医薬品とは異なる独創的な化合物の創出といった点から注目
されており,製薬会社の含ホウ素化合物特許出願にも増加がみられている. その点当研究室な
どで進められてきたカルボランを用いた医薬化合物の開発は, 非常に有意的であると考えら
れる. しかし, 当研究室のみならず多くのグループによって数多くの医薬活性カルボラン誘導
体が開発されてきているにも拘わらず, 未だカルボラン誘導体の臨床応用例は存在しない.  
カルボランを医薬化合物の構成分子として一般化するには, 特に現在までは核内受容体の
リガンドに特化してきたカルボランの利用を他領域にも拡張することで, 適応の広幅化が必
要だと考えられる. また実際の医薬品としての利用を志向し, 現代の医療ニーズに沿った, よ
り実践的な活性を示すカルボラン誘導体の開発も重要であると考えられる.  
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第三節 抗がん剤治療における薬剤耐性とマルチターゲット抗腫瘍薬 
 
現在の日本における最大の医療ニーズは, 30年以上日本人の死因第一位で, 3人に1人はそれ
が原因で亡くなる, がんの治療薬の開発であると考えられる. がんの化学療法で使用される抗
がん剤としては, 治療実績の多いpaclitaxelなどの殺細胞性の抗がん剤や, がん細胞のみに選択
的に作用する分子標的薬, 近年開発が加速している抗体医薬など, 既に様々な医薬品が存在し
ている. しかし既存の抗がん剤だけではそのニーズが満たされていない理由の一つとして, が
んの大きな特徴の一つである耐性化があげられる.  
 
がんの長期にわたる化学療法では, 治療当初は有効であった抗がん剤が治療を継続するに
つれて効果が減退し, さらにしばしば抗がん剤によってがん細胞が増殖してしまうことは, 避
けがたい重大な問題である. この原因は, がん細胞に薬剤の効果を抑制するような遺伝子産物
の発現誘導や変異が生じ, 薬剤の効果が減退, または逆転してしまうことによる. そしてこの
耐性は多くの場合多剤耐性となり, 治療に用いていない薬剤も機能しなくなってしまう. 抗が
ん剤に対する耐性メカニズムの解明と克服は, がんの治療において非常に重要であり, メカニ
ズムの例として以下の5つがあげられる. 29) 
 
1) 抗腫瘍薬の細胞内取り込み抑制および排出亢進 
2) 薬剤代謝系の変化による薬剤の活性化体量減少 
3) 標的分子の質的/量的変化による薬剤活性の低下 
4) DNA修復系の亢進や欠乏 
5) がん抑制遺伝子の欠損などの抗細胞死シグナルの亢進 
 
これらのメカニズムによる耐性の克服には, それぞれのメカニズムに沿った対策が当然な
がら重要である. 3) の「標的の質的変化」の一例としては, 受容体のアミノ酸残基の変異があ
げられ, 変異した受容体の構造を考慮した, 新たな薬剤の開発が不可欠である. 前節で前立腺
がん治療薬としてあげたflutamideを長期間使用すると, ARのリガンド結合領域に変異が生じ, 
完全に治療効果が消失してしまう. この変異がんに対する治療薬としては, flutamideとは異な
る様式でARに結合するbicalutamideが有効である. しかしbicalutamide耐性な変異ARを発現す
る前立腺がんも報告されており, 新たな薬剤の開発が強く望まれている. 30, 31) 
 
また, それぞれの耐性メカニズムには着目せずに耐性を克服する手法の一つとして, 「マル
チターゲット抗腫瘍薬」があげられる. 唯一の標的を介して抗がん活性を示すシングルターゲ
ットな薬剤の場合, その標的に変異などが生じることでがんが耐性を獲得してしまうと, 即時
治療薬としての利用が不適となってしまう. それに対し複数の標的を介し, 複数のメカニズム
によって抗がん活性を示すマルチターゲットの場合, 理論上全てのターゲットに耐性が生じ
るまで治療薬としての使用が可能である. さらに, 第一選択薬としてマルチターゲット薬を用
いると, シングルターゲット薬よりも多剤耐性の発生が遅いとの報告もある. 32）  
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CUDC-101はヒストン脱アセチル化酵素 (Histone Deacetylase: HDAC), HER2, および上皮成
長因子受容体 (Epidermal Growth Factor Receptor: EGFR) と3つのターゲットを持つマルチター
ゲット抗腫瘍薬であり, 実際にEGFRに耐性を獲得したがん細胞に対して, 増殖抑制効果を維
持することが報告されている. CUDC-101は臨床研究も進められ, 医薬品として承認が期待さ
れている (Figure 1-15). 33) また, マルチターゲット抗腫瘍薬には薬剤耐性の克服だけでなく, 
適応範囲の広さという利点もあり, 有効な薬剤の開発が望まれている.  
 
 
Figure 1-15 
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第四節 本研究の目的 
 
前節までで述べた通り, 当研究室では現在まで核内受容体をターゲットとし, 優れた活性を
示すカルボラン誘導体を多数開発してきたが, 未だカルボランを含む医薬品の臨床応用例は
ない. そこで本研究ではより実践的な医薬活性を示すカルボランの開発を目的として, 臨床で
重大な問題となっており, 有効な解決法が強く望まれている,「薬剤耐性」を克服するカルボラ
ン含有抗腫瘍活性化合物の創製を目指し, 現在までに見出されてきた化合物を基に, 新たな化
合物の開発を行うこととした.  
 
新規化合物の構造設計にあたり, 基礎となる骨格としてp-カルボラン誘導体BE120を選択し
た. BE120は以前研究室で見出され, in vitroだけでなくin vivoでも強力なエストロゲン活性を示
したカルボラン誘導体である. 17), 20) BE120はシンプルな構造のため様々な構造展開が許容され, 
かつ合成が容易であるだけでなく, リードとした生体内エストロゲンのE2よりも優れたエス
トロゲン活性を示し, in vivo評価においてその有効性だけでなく安全性も確認されていること
から, 新たなカルボラン含有医薬化合物の構造モチーフとして適すると考えられる.  
 
 
Figure 1-16 
 
第二章では, 薬剤耐性前立腺がんに有効なカルボラン誘導体の開発を検討する. 耐性前立腺
がんにはアンドロゲン受容体 (AR) のアミノ酸残基の変異が数種類報告されており, 一部の
耐性を克服する薬剤はすでに見出されている. 臨床でも用いられているbicalutamideはT877A 
ARに対して有効であるが, 近年bicalutamideに耐性を示す変異も報告され問題となっている. 
ここではbicalutamideとARとの結合様式ならびにBE120の構造を基に, 新たな化合物をデザイ
ンし合成, 活性評価を行う.  
 
第三章では, マルチターゲットなカルボラン含有抗腫瘍活性化合物の開発を検討する. E2の
生体内代謝物である2-methoxyestradiol (2-ME) が様々ながん細胞に対する増殖抑制活性を示し, 
その誘導体研究においてマルチターゲットな抗腫瘍活性化合物が見出されている. このこと
からE2からBE120への構造変換と, E2から2-MEへの代謝による構造変化を基として, 薬剤耐
性を示すがんに対して有効な新たなカルボラン誘導体の開発を目指し, 2-MEカルボラン誘導
体の合成, 細胞増殖抑制活性評価, ならびにターゲットの探索を行う.  
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第二章 新規カルボラン含有ARフルアンタゴニストの創製 
 
第一節 アンドロゲン受容体 
 
第一項 アンドロゲン受容体の作用と構造 
 
アンドロゲンはエスロゲンやプロゲステロン, グルココルチコイドなどと同様に脂溶性の
ステロイドホルモンである. 内因性アンドロゲンである testosterone (TS) や dihydrotestosterone 
(DHT) (Figure 2-1) は思春期の男性における二次性徴の発達, 成人男性における性欲の亢進, 
精子形成, 骨格筋量および強度, 骨密度, 赤血球生成機能の維持など, 多様な作用を示す.  
 
 
Figure 2-1 
 
アンドロゲンの作用は, ステロイドホルモン核内受容体であるアンドロゲン受容体 (AR) 
へのリガンドの結合により発現される. AR は他の核内受容体と同様, 細胞質内に熱ショック
タンパク質 (heat shock protein: HSP) と会合した状態で存在するが, リガンドの結合によって
HSP と解離, 核内へ移行し同じ受容体との head-to-head のホモ二量体を形成後, DNA の特異的
配列に結合して特異的遺伝子の転写を調節するリガンド依存的転写制御因子である (Figure 2-
2). 34) 
 
 
Figure 2-2 
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核内受容体はいずれも極めて類似した構造と基本機能を有し, その機能より A から F の領
域に分類されるドメイン構造をとっている (Figure 2-3). 35) 分子中央の C 領域は, DNA 配列を
認識・結合する部分 (DNA binding domain: DBD) である. また AR を含むリガンド依存的転写
制御因子としての核内受容体の多くには転写調節する領域が存在する. 1 つは受容体 C 末端に
位置するリガンド結合領域 (ligand binding domain: LBD) の E/F 領域で, この領域における転
写活性化能 (action function: AF-2) はリガンド依存的である. もう１つの転写活性化能 (AF-1) 
を担うのは N 末端の A/B 領域であり, リガンド非依存的に恒常的に働く. リガンドが結合し
ていない状態では AF-2 が AF-1 の転写活性を抑制しているが, リガンドが結合することによ
り AF-2 の抑制が解除された AF-1 および AF-2 により転写活性が発現すると考えられている.  
 
 
Figure 2-3 
 
 
核内受容体のリガンド結合領域部分の X 線結晶解析により, リガンドが結合するとこの領
域を構成するヘリックスの 1 つであり, 前章でも述べたヘリックス 12 (H12) が大きく移動す
る. この構造変化によってリガンド未結合状態時に結合していた転写抑制因子 (コリプレッ
サー) が解離し, 転写活性化因子 (コアクチベーター) と入れ替わることにより転写が進行す
る (Figure 2-4).  
 
 
Figure 2-4 
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受容体の構造や機能の解明にはリガンドとの複合体 X 線結晶構造解析が強力な知見となっ
ており, AR においてもその結晶構造が報告されている . 36) 内因性 AR リガンドである
dihydrotestosterone (DHT) とARリガンド結合領域との結晶構造解析により, リガンド-受容体
の結合の際に以下の 3 つの相互作用が主としてみられる.  
 
1) 受容体の疎水性ポケットにステロイド骨格がはまり込むことで生まれる, 高い疎水性相
互作用 
2) ステロイド 3 位のカルボニル基と受容体の Gln711, Arg752 との直接的, または水分子を
介した相互作用 
3) ステロイド 17 位水酸基と受容体の Asn705, Thr877 との相互作用 
 
このことから DHT の受容体への結合には中心に存在する疎水性骨格 (ステロイド骨格) と
その両端に適切な空間を隔てて 2 つの極性官能基 (カルボニル基, 水酸基) が存在すること
が重要であると言える (Figure 2-5).  
 
 
Figure 2-5 
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第二項 前立腺がんと治療薬 
 
前立腺がんとは前立腺に発生する悪性腫瘍であり, 米国では毎年約 7人に 1人の男性がこれ
により死亡している. 発生率は黒人男性が最も高いが, 近年日本においても急激な罹患率の増
加が見られる. 前立腺がんはアンドロゲンに依存して増殖, 分化し, その治療には前立腺摘除
術や, 放射線療法, 抗アンドロゲンや黄体形成ホルモン放出ホルモン作動薬による化学療法が
用いられる.   
 
抗アンドロゲンとはすなわち ARアンタゴニストであり, 臨床において用いられる代表的な
薬物として chlormadinone, flutamide, bicalutamide, enzalutamide などがあげられる (Figure 2-6).  
 
 
Figure 2-6 
 
Chlormadinone はプロドラッグである酢酸エステル体として用いられるが, ステロイド型
AR アンタゴニスト分類され, 前立腺がんだけでなく, 前立腺肥大症にも効果が認められてい
る. ステロイド型の AR アンタゴニストの問題点として, ステロイド骨格に起因する他の核内
受容体との交差活性や, 臓器選択制の乏しさからくる副作用, 活性の弱さなどがあり, 37) この
ことより flutamide やその活性代謝産物である hydroxyflutamide, bicalutamide, enzalutamide とい
った非ステロイド型リガンドの開発が強く望まれている.   
  
Flutamide の活性代謝物である hydroxyflutamide と AR は, ニトロ基と Gln711 および Arg752
との相互作用と水酸基と Asn705 と Thr877 との相互作用を形成する. Thr877 と Asn752 はそれ
ぞれヘリックス 11 およびヘリックス 3 に属し, 両ヘリックスはヘリックス 12 の近傍に存在し
ている. そのため hydroxyflutamide の水酸基とこれらアミノ酸残基との相互作用によって, 遠
隔的にヘリックス 12の折り畳みが阻害されアンタゴニスト作用を示す. 38) 一方 bicalutamideの
水酸基は Thr877 との相互作用は形成せず, フルオロフェニル基がヘリックス 12 と Trp741 な
どからなる小さな疎水性ポケットに入り込むことで, その嵩高さによってヘリックス 12 の折
り畳みを阻害しアンタゴニスト作用を示す. 39) 
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進行性前立腺がんに対し flutamide などの抗アンドロゲンを用いた場合, 治療開始後 2～3 年
以上経過すると, がんが治療抵抗性となって再び増大することがしばしば見られる. さらに治
療薬である抗アンドロゲンが逆に腫瘍の増殖へと働く antiandrogen withdrawal syndrome (AWS) 
30) や, bicalutamide withdrawal syndrome (BWS) 31) の報告があり, AWS の場合は T877A, BWS の
場合は W741L, W741C などの AR の変異に起因することが明らかとなっている . 実際に
hydroxyflutamide (OHFlu) と(R)-bicalutamide ((R)-Bic) は各変異 AR に対しそれぞれ以下に示す
作用を示す (Table 2-1). Enzalutamide はこれら耐性を克服する AR アンタゴニストとして開発
されたが、既に他のアミノ酸残基変異に由来する耐性が報告されている. 40) このことから, 野
生型 AR および AWS, BWS などでみられる変異型 AR 全てに対してアンタゴニストとして作
用する化合物, すなわちフルアンタゴニストの開発が強く望まれている.  
 
 
Table 2-1 
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第三項 カルボラン含有アンドロゲン受容体アンタゴニスト 
 
前章で示したとおりBA321およびBA341は, 本研究室で開発されたカルボラン含有ARアン
タゴニストである. BA341とhARのドッキングシミュレーションにより, BA341のアンタゴニス
ト活性発現にはhydroxyflutamideのニトロ基と同様, シアノ基とGln711およびArg752との水素
結合, 水酸基とAsn705およびThr877との相互作用, それに加えMet895とカルボラン環の立体
反発が重要であることが明らかとなっている. 23) 嵩高いカルボランとヘリックス12に存在す
るMet895の側鎖が立体的に反発することでコンフォメーションが変化し, 受容体とコアクチ
ベーターとの相互作用が正常に起こらないことによりアンタゴニスト作用を示すと考えられ
る.  
 
しかし野生型ARに対しては強力なアンタゴニスト活性を示すBA341は, T877A変異ARを発
現するLNCaP細胞に対しては逆にアゴニストとして作用し, hydroxyflutamideと同様の傾向を
示してしまった (Figure 2-7). 41) 
 
 
   
Figure 2-7 
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それに対してBA341の誘導体研究で見出されたBA632はbicalutamideの構造を基にデザイン
した化合物であり , フルオロフェニル基の導入によりSC-3, LNCaPどちらに対しても
bicalutamideとほぼ同等のアンタゴニスト活性を示した (Table 2-2). 42） そのアンタゴニスト活
性の発現機序はbicalutamideと同様に, そのフルオロフェニル基とヘリックス12との立体反発
であると考えられる. そのため野生型ARやAWSに対しては有効に機能すると考えられるが, 
bicalutamideに耐性を示すBWSに対してはbicalutamide同様アゴニストとして作用してしまう可
能性がある.  
 
 
Table 2-2 
 
このように, 既存の薬物と構造が類似し, 同様の結合様式で受容体に結合してヘリックス12
のフォールディングを阻害する化合物は, アミノ酸残基の変異によって既存薬に耐性を示す
前立腺がんに対しては, 同様に活性が消失する可能性がある. このことから既存の薬剤とは構
造が大きく異なり, 野生型のみならず変異型ARにもアンタゴニスト活性を示すフルアンタゴ
ニストの開発には, 変異が生じるアミノ酸残基を介さない結合様式で受容体に結合し, ヘリッ
クス12のフォールディングを阻害することが必要と考えられる.  
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第二節 新規カルボラン含有アンドロゲン受容体フルアンタゴニストのデザイン 
 
Bohlらによって報告された(R)-bicalutamideとAR (W741L) とのX線結晶構造  35) によると, 
bicalutamideのシアノ基は水1分子を介してARのArg752, およびGln711と相互作用をしている 
(Figure 2-8). これに加え, 前節で述べたとおり分子内のフルオロフェニル基がその嵩高さによ
ってARのヘリックス12のフォールディングを阻害することでアンタゴニスト活性を示すと考
えられる.  
本章ではこのbicalutamideとARとの結合様式およびアンタゴニスト活性発現の機序を基に, 
変異型ARにも有効な新規カルボラン含有ARフルアンタゴニストの開発を展開する.  
 
 
Figure 2-8 
 
また細田らにより見出されたジフェニルペンタン誘導体DPP-0123は, アンドロゲン依存的
に増殖するSC-3細胞を用いた細胞増殖試験において, 10 nM testosteroneに対し強力なARアンタ
ゴニスト活性 (IC50 = 4.7 nM) を示した (Figure 2-9). 43) DPP-0123の強力なARアンタゴニスト
活性はそのアミノグリセロール基とARのArg752およびGln711が, bicalutamideの水分子を介し
た結合を模倣することによると推測される.  
 
    
Figure 2-9 
 
このことよりBA341などのカルボラン含有ARアンタゴニストに対してグリセロール構造を
組み込むことは, ARとの相互作用が増強し, 活性が向上すると期待できる. またBA341のヘリ
ックス12のフォールディング阻害には前節で述べた通り, 水酸基とThr877およびAsn705との
水素結合と, ヘリックス12に存在するMet895とカルボラン環の立体反発が重要であると考え
られる. そこでこのカルボラン環によるヘリックス12の直接的なフォールディング阻害が, 
The877やTrp741との相互作用は介さずに示すことが可能であれば, T877AやW741L変異型の
ARに対してもアンタゴニスト活性を示すことが大いに期待できる.  
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実際にアミノグリセロール基を導入する骨格として, ARアンタゴニストの BA341ではなく, 
強力な ER アゴニスト活性を示す BE120 を用いることとした. これは, BE120 が in vivo でも安
定的な活性を示し, 際立った毒性を示さなかった点, またフェノール性水酸基の p-位にカルボ
ランが導入されている点による. BA321 や BA341 のベンゼン環上置換基であるシアノ基やニ
トロ基はカルボランの m-位に導入されていたが, より分子内のカルボラン環をヘリックス 12
方向に接近させるため, アミノグリセロール基の直線方向にカルボラン環が伸長するよう, カ
ルボランの p-位にグリセロール基を導入することとした. さらに今後合成した化合物に優れ
た AR アンタゴニスト活性が見出され, in vivo 評価を行うことになった場合, 安全な BE120 を
基礎とすることで毒性の発現確率が低下すると考えた. また, アミノグリセロール基だけでな
く, グリセロール誘導体も合成することでヘテロ元素による活性の寄与も検討し, さらにカル
ボラン炭素上置換基も種々検討することとした (Figure 2-10, 11).  
 
 
Figure 2-10 
 
 
 
 
Figure 2-11 
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第三節 合成 
 
アミノグリセロール誘導体BA391の合成 
 
p-カルボラン (1) にn-BuLiを用いてリチオ体とした後, paraformaldehydeを反応させ2を得, 
化合物2の水酸基をTBS保護することで鍵中間体3を合成した. 3に対して4-iodonitrobenzeneの
Ullmann型カップリングによって芳香環を導入し, ニトロ基を接触還元によってアミノ基に還
元して化合物5を得た. 続くグリセロールの導入には, エポキシ化合物であるglycidolを用いて
6とした. 本反応の収率が39％と低収率であった理由は, 原料である化合物5が消失するまで反
応を継続すると, 生成した6の二級アミンにglycidolがさらに反応した副生成物が多量に生成す
るため, 原料の消失を待たずに反応を停止したためである. 化合物6のTBS基をTBAFによって
除去することで, 目的のアミノグリセロール誘導体BA391を合成した (Scheme 2-1).  
 
 
Scheme 2-1 
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グリセロール誘導体BA394の合成 
 
BA391の合成中間体として得た化合物3から4-iodoanisoleを用いたUllmann型カップリングに
よって, 化合物7に導いた. 化合物7のTBS基とメトキシ基をBBr3による脱保護することで
BE120を合成した. BE120と3-chloro-1,2-propanediolとの反応では, 二つの水酸基の内フェノー
ル性水酸基に選択的に反応が進行し, 目的のグリセロール誘導体BA394を得た (Scheme 2-2).  
なお, BA394の構造については, 別途メチルエステル8から合成されたBA394とのNMRの一致
により決定された (Scheme 2-3).  
 
 
Scheme 2-2 
 
 
Scheme 2-3 
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BA395, BA396, BA397の合成 
 
カルボラン周辺の構造活性相関およびグリセロールの活性への寄与を確認するために, カ
ルボラン炭素上置換基が水酸基と水素のBA395およびBA396, グリセロール基をアセタール保
護したBA397を合成した (Figure 2-12).   
 
 
Figure 2-12 
 
p-カルボラン1に対し4-iodoanisoleを用いたUllmann型カップリングによって化合物9へ導き, 
BBr3による水酸基の脱保護で化合物10を合成した. 化合物10に3-chloro-1,2-propanediolを用い
てグリセロール基の導入することで目的のBA396を得た (Scheme 2-4).   
 
 
Scheme 2-4 
 
BA396の1,2-ジオール部分を, 酸性条件下アセトンを用いてアセタール保護することで
BA397を得た. BA397のカルボランをボロンエステル化した後に, H2O2との反応よってヒドロ
キシル基を導入することで目的のBA395を合成した (Scheme 2-5).  
 
 
Scheme 2-5 
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BA396のキラル体合成 
 
グリセロール基の二級水酸基を有する炭素は不斉炭素であるので, 水酸基の立体異性体間
で抗アンドロゲン活性に差が生じる可能性がある. そこで異性体間での活性変化を確認する
ために, BA396のキラル体の合成を行った (Figure 2-13).  
 
 
Figure 2-13 
 
化合物10に対しキラルな3-chloro-1,2-propanediolを用いて(R)-BA396および(S)-BA396をそれ
ぞれ76％, 97％の収率で合成した (Scheme 2-6).   
 
 
Scheme 2-6 
 
なお合成した化合物は, 再結晶を繰り返すことで光学純度を高め, それぞれの純度はキラル
カラム (Daicel Chiralpak, OD-H) を用いたHPLCにより99%以上であることを確認した.  
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第四節 活性評価 
 
合成した化合物の生物活性をAR競合結合試験, アンドロゲン依存的に増殖するSC-3細胞並
びにT877A変異ARを発現するLNCaP細胞を用いた細胞増殖試験により評価した. なお(R)-
BA396, (S)-BA396以外の化合物はすべてラセミ体のまま評価に用いた.  
 
 
第一項 AR競合結合試験 
 
hARへの競合結合試験に , [3H]-dihydrotestosteroneと , ポジティブコントロールとしての
hydroxyflutamide (OH-Flu) を用いた (Table 2-3).  
 
 
 
Table 2-3 
 
BA397を除くすべての化合物がARのリガンド結合領域に結合し, hydroxyflutamideとほぼ同
等の結合能を示した. それに対してグリセロール基を持たないBA397はARに全く結合せず, 
このことからグリセロール基がARへ結合する際に重要であることが明らかとなった. また
(R)-BA396と(S)-BA396の受容体親和性は, R体の方が若干強いがその差がほとんどないことか
ら, グリセロール基の二級水酸基の立体配置は野生型ARと化合物との結合には大きく影響し
ないことが示唆された.  
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第二項 細胞増殖抑制試験 
 
各化合物の抗アンドロゲン活性を, アンドロゲン依存的に増殖するSC-3細胞, およびT877A
変異ARを発現するLNCaP細胞を用いた細胞増殖抑制試験により評価した.  
 
＜SC-3 cell＞ 
 
＜LNCaP cell＞ 
 
Figure 2-14 
 
合成した化合物は細胞に対して単独で投与した場合, いずれの細胞の増殖も促進しなかっ
たことから, 両細胞に対してARアゴニスト活性を示さないことが明らかとなった.  
ARアンタゴニスト活性の評価として, 1 nM のtestosterone (TS) 存在下, 各化合物を10-9から
10-5 Mの濃度で共存させ培養した場合のそれぞれの生細胞数を, Cell Counting Kit-8 (WST-8) を
用いて測定した (Figure 2-14). ポジティブコントロールにはそれぞれARアンタゴニストであ
るhydroxyflutamide (OHFlu) および(R)-bicalutamide ((R)-Bic) を用いた.  
SC-3, LNCaPのいずれの細胞を用いた細胞増殖抑制試験でも, アミノグリセロール基および
グリセロール基を有する全ての化合物が細胞の増殖を濃度依存的に抑制した. それに対しグ
リセロール基をアセタール保護したBA397は評価濃度ではほとんど細胞の増殖に影響を与え
なかった. これはAR競合結合試験で化合物が受容体親和性を示さなかったことに起因すると
考えられる.  
0
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続いて濃度依存曲線から各化合物のIC50値 (M) をPrism 4を用いて算出した (Table 2-4).  
 
 
Table 2-4 
 
合成した化合物の中では, カルボラン炭素上にヒドロキシメチル基を有するBA391および
BA394がいずれの細胞に対しても強いARアンタゴニスト活性を示し, LNCaPに対する作用は
(R)-bicalutamideと同等であることが明らかとなった. BA391とBA394の各細胞に対する活性に
はほとんど差は無く, 二級アミンとエーテルいずれも許容されることが分かった. カルボラン
炭素上置換基が活性に与える影響については, 特にLNCaPに対するグリセロール誘導体の増
殖抑制活性の強さはBA394＞BA395＞BA396 (IC50 = 0.39 M, 1.6 M, 5.7 M) であり, 置換基
の大きい化合物の方が活性が強くなる傾向が見られた. このことよりカルボラン炭素上の置
換基が大きい方が, よりヘリックス12のフォールディングを三次元的に阻害できることによ
って, このような活性の変化が生じたと考えられる. さらにBA396はカルボラン環上に水素結
合形成可能な置換基を有していないが, いずれの細胞に対してもアンタゴニスト活性を示し
たこと, またBA397が不活性であったことから, グリセロール基と受容体との水素結合形成は
重要であるが, カルボラン側への極性基の導入は活性発現に必須ではないことが分かった.  
BA396の異性体間での活性の差は, SC-3細胞に対しては約2倍とあまり大きくないが, LNCaP
に対してはR体がS体よりも約20倍活性が強いという結果が得られた. このことと先の競合結
合試験の結果から, 野生型ARではグリセロールの二級水酸基の立体配座は, 受容体と化合物
の結合にあまり影響を及ぼさないのに対し, T877A変異ARにおいてはグリセロール基の立体
配座はRが適していることが示唆された.  
 31 
第三項 ドッキングシミュレーション 
 
BA396 のキラル体と T877A 変異 hAR のリガンド結合部位 (LBD) との結合様式を, ドッキ
ングプログラム GOLD 5.3 と AR アンタゴニストである cyproterone acetate と T877A-hAR との
共結晶構造 (PDB:2OZ7) を用いたドッキングシミュレーションより推定した (Figure 2-15).  
 
       
 
 
 
 
Figure 2-15 
 
シミュレーションの結果, いずれの異性体でも AR-LBD 内でカルボランがヘリックス 12 方
向, グリセロール基が Gln711 および Asn752 方向に配すると予測された (Figure 2-15A). また
それぞれのカルボランはヘリックス 12 上の Met895 と極めて近接しており,  (Figure 2-15B, 
(R)-BA396: cyan, (S)-BA396: brown), その距離は(R)-BA396 の方が(S)-BA396 よりも接近すると
推定された. このことから, 先の LNCaP に対する細胞増殖抑制活性評価において生じた異性
体間での活性の差は, それぞれの分子内のカルボラン環とヘリックス 12 との距離に基づいて
いた可能性が考えられる. すなわちヘリックス 12 により接近した R 体の方が, その立体障害
によってヘリックス 12をより強くアンタゴニストフォームへと移動させたため, S体よりも強
い抗アンドロゲン活性を示したと推察できる. ドッキングスコアについても R 体が 51.51, S 体
が 46.82 と, R 体と T877A 変異 AR の複合体の方が S 体の複合体よりも安定性が高いことが示
唆された.  
 
Met895 
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両異性体と受容体アミノ酸残基との相互作用については, 大変興味深いことに両異性体と
もグリセロール基とGln711およびArg752との間で水素結合を形成するが, 形成される水素結
合のパターンがそれぞれ異なることが示唆された (Figure 2-16A, B). (R)-BA396 ではエーテル
酸素と二級水酸基が Gln711 と水素結合を形成し, Arg752 が二級水酸基の酸素と相互作用する
のに対して, (S)-BA396 のエーテル酸素はアミノ酸残基と相互作用を形成せず, 二級水酸基は
Gln711と, 末端の一級水酸基は Gln, Argの両アミノ酸と水素結合を形成すると予測された. ま
た(R)-BA396 の場合, ベンゼン環に結合したエーテル酸素は Gln711 の NH2水素と相互作用し, 
水素結合のアクセプターとして働いている. すなわちこの酸素原子の電子密度が上昇するこ
とは, AR との親和性が増強することに繋がると予想される.  
 
      
  
 
      
             
Figure 2-16 
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またそれぞれの異性体のドッキング結果について, 化合物が導入されたことによる受容体
全体の立体変化について検討するため, 分子動力学 (MD) 計算を行った. (R)-BA396と受容体
のドッキング結果を常温, 水中条件で50 nsシミュレーションした結果をFigure 2-17に示す (ド
ッキング結果: cyan, MD: brown). ドッキング結果と比較してMD計算後の構造では, ヘリック
ス10が大きく変形しヘリックス12の位置も若干の移動が見られた (Figure 2-17A). ヘリックス
10とヘリックス12を拡大したFigure 2-17Bからは, ヘリックス10の移動だけでなくそれぞれの
ヘリックス間の距離の拡大が確認された. 以上の結果から, (R)-BA396はT877A AR-LBDに結合
する際, ヘリックス10やヘリックス12の位置を移動させることで, ARアンタゴニスト活性を
示していると推測される. 同様に(S)-BA396でもMDシミュレーションを行ったが, (R)-BA396
ほどの大きな立体変化は見られなかった.  
 
   
 
Figure  2-17 
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このようにドッキングシミュレーション並びにMD計算の結果より, BA396とARとの結合様
式は, 化合物デザインにおける仮説の通り, グリセロールとGln711およびArg752が水素結合を
形成し, グリセロール基の直線方向に伸長したカルボラン環がヘリックス12近傍で, そのフォ
ールディングを阻害していることが示唆された. そのカルボラン環とヘリックス12との距離
は異性体間で異なり, これはグリセロールとGln711およびAsn752との間で形成される水素結
合の様式が, それぞれ異なることに起因すると考えられる. さらに(R)-BA396のドッキングシ
ミュレーション結果からMD計算によって受容体全体の立体変化を検討したところ, 化合物が
導入されて事によってヘリックス12だけでなくヘリックス10も大きく移動することが予想さ
れた.  
 
 
Figure 2-18 
 
 
以上のように本節では, 前節で合成したカルボラン含有グリセロール誘導体の活性を評価
し, T877A変異ARとの結合様式を推定した. 化合物のグリセロール基は受容体との結合に大き
く寄与し, 野生型AR, T877A 変異ARのいずれに対してもアンタゴニスト活性を示すことが明
らかとなった. 特にカルボラン側に置換基を持たないBA396のドッキングシミュレーション
からは, 化合物デザインにおける狙い通り, カルボラン環がヘリックス12に接近することでア
ンタゴニスト活性を示したことが予想された. 
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第五節 BA396のカルボラン異性体間の活性比較とQSAR 
 
第一項 目的 
 
前節まででp-カルボラン誘導体BA396はSC-3細胞およびLNCaP細胞に対して抗アンドロゲ
ン活性を示し, hARとのドッキングシミュレーションの結果から, カルボラン環が立体障害に
よってヘリックス12のフォールディングを抑制し, その近傍に存在するヘリックス10の位置
も大きく移動させていることが示唆された. このようにBA396のARアンタゴニスト活性には
その分子内に含まれるp-カルボランが大きく寄与していると推察されたが, カルボランの効
果としては, ヘリックス12との立体反発以外は不明であった.  
 
カルボランには前章で述べた通り, p-カルボランの他にm-およびo-の2種の異性体が存在し
ている. またカルボランへの置換基の導入は炭素上だけでなくホウ素上にも可能であり, その
異性体間では化学的, 物理的性質が異なる. 4) これらのことから, BA396のp-カルボランを他の
異性体への置換, また芳香環の置換位置をC上からB上に変更し, カルボラン異性体間でのAR
アンタゴニスト活性がどのように変化するか検討することで, カルボランの機能解明につな
がると考えた. また, カルボランのCH水素は比較的酸性度が高いため, 水素結合を形成する
可能性がある. BA396の無置換の炭素上にメチル基を導入することで, カルボランCH水素の除
去による活性への影響の確認と, さらに疎水性構造の拡大による活性変化も検討することに
した (Figure 2-19).  
 
 
 
Figure 2-19 
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第二項 合成 
 
4-iodophenol (11) に塩基性条件下3-chloro-1,2-propanediolを反応させることで化合物12とし, 
酸性条件下アセタール保護することで化合物13を合成した (Scheme 2-7).  
 
 
Scheme 2-7 
 
m-カルボラン (14) およびo-カルボラン (16) と, 合成した化合物13とのUllmann 型カップ
リング反応により, 化合物15, 17をそれぞれ68% , 44%, の収率で得た. 両化合物のアセタール
保護を酸性条件下脱保護することで, m-カルボラン誘導体BA3961およびo-カルボラン誘導体
BA3962をそれぞれ収率良く合成した (Scheme 2-8).  
 
 
Scheme 2-8 
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続いてカルボランホウ素上にフェニルグリセロール基を導入した化合物を合成するため, B-
ヨウ素化カルボラン 18 および 19 を, それぞれ m-カルボラン (14) および o-カルボラン (16) 
に一塩化ヨウ素を反応させることで収率良く合成した (Scheme 2-9).  
 
            
Scheme 2-9 
 
2-ヨウ素化 p-カルボラン 20 に対し, パラジウム触媒存在下 4-methoxyphenyl magnesium 
bromide とのカップリング反応で, カルボランホウ素上に芳香環を導入した化合物 21 を合成
した. 21 のメトキシ基を BBr3で脱保護したのち, フェノール性水酸基に glycidol を反応させて
グリセロール基とすることで, 目的のホウ素置換化合物 BA3963 を得た (Scheme 2-10).  
 
 
Scheme 2-10 
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m-カルボラン誘導体 BA3964, o-カルボラン BA3965 についても, 化合物 18 および 19 から
BA3963 と同様の合成法により合成した (Scheme 2-11, 12). BA3965 の合成において, glycidol と
の反応の収率が 23％と低収率だった理由として, 塩基性条件下の反応によって一部 o-カルボ
ランの nido 体への分解が進行してしまったと予想される.  
 
 
Scheme 2-11 
 
 
Scheme 2-12 
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カルボラン炭素上にメチル基を導入した BA399, BA3991, BA3992 はそれぞれ, アセタール
体 BA397, 化合物 15 および 17 に対し, n-BuLi とヨウ化メチルによりカルボラン C 上にメチル
基を導入したのち, アセタールを脱保護することで合成した (Scheme 2-13).  
 
 
Scheme 2-13 
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第三項 細胞増殖抑制試験と QSAR 
 
合成した化合物の抗アンドロゲン活性を, アンドロゲン依存的に増殖する SC-3 細胞を用い
て評価した. いずれの化合物も AR アゴニストト活性は示さず, 1 nM testosterone による細胞の
増殖を濃度依存的に抑制した. Table 2-5 に, 濃度依存曲線から算出された各化合物の IC50 値 
(M) を示す.  
 
Table 2-5 
 
カルボラン C 上へのベンゼン置換化合物では, p-カルボラン誘導体 BA396 と m-カルボラン
誘導体 BA3961 の活性がほぼ同程度であった. それに対して o-カルボラン誘導体 BA3962 の活
性は先の二化合物より 2倍以上弱く, これら 3化合物のジオメトリーは同じであるにも拘わら
ず, 活性に相違がみられた. これらの結果とカルボランの CH 水素は比較的酸性度が高いとい
う事実から, 3 化合物はいずれも受容体のアミノ酸残基と水素結合を形成するが, o-カルボラン
誘導体の場合のみ, 水素の方向が合わないことから活性が大きく低下したと予想した. しかし, 
これら化合物にメチル基を導入した BA399, BA3991, BA3992 としても, その活性はほとんど
変化せず, カルボラン CH水素が受容体アミノ酸残基と水素結合を形成する可能性は少ないと
考えられた.  
また IC50 が 1～5 M であった C-置換化合物やメチル化体に比べ, B-置換化合物は比較的強
い活性を示し, その活性は BA3964＞BA3963＞BA3965 と, m-＞p-＞o-カルボランの順で強いこ
とが明らかとなった.  
第一章で述べた通り, フェニルカルボランの異性体間では, 化合物の疎水性やカルボランに
よる電子吸引性が異なることが明らかとなっており, 特にフェノールが B 上に置換した場合
は C上に置換した場合と比較して, 疎水性は低下し, 電子吸引性が増強する傾向がある. また, 
これら化合物のエストロゲン活性と疎水性が高い相関を示すという知見もあり, 4) 今回の場合
も化合物の抗アンドロゲン活性と各カルボランの効果との間に何らかの相関があるのではな
いかと推測した.  
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この仮説に基づき BA396～BA3965 の IC50 値とそれぞれの構造に含まれるフェニルカルボ
ランの疎水性パラメーター, および置換基定数-を用いて定量的構造活性相関 (QSAR) 解析
を行うこととした (Table 2-6, Figure 2-20).  
 
 
Table 2-6 
 
 
Figure 2-19 
 
化合物の活性と, 各カルボランの疎水性パラメーターおよび置換基定数との関係は, それぞ
れ R2は約 0.3 と 0.7 であり, 化合物の活性は各カルボランの置換基定数とやや高い相関関係に
あることが分かった.  
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置換基定数は置換基の電子吸引性を表すため, 置換基定数が負の場合, 置換基 (カルボラ
ン) は電子供与性を示し, ベンゼン環上の酸素の電子密度が上昇すると考えられる. また前節
の (R)-BA396 と hAR とのドッキングシミュレーションでは, この酸素原子は水素結合アクセ
プターとして機能していると示唆された. これらのことから置換基定数が小さい化合物ほど, 
エーテル酸素の電子密度が上昇することで Gln711 との水素結合が強固になり, 受容体親和性
が向上することで ARアンタゴニスト活性が上昇したと推測される. 今回全ての化合物はラセ
ミ体で評価していたが, ラセミ体の活性でも置換基定数との間に相関がみられたことは興味
深いことである. 今後キラル体, 特に R 体を合成し, その抗アンドロゲン活性や受容体親和性
を評価することでより詳細な QSAR が精査でき, カルボランの詳細な機能が解明されること
が期待される.  
 
 
Figure 2-21 
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第六節 小括 
 
本章ではカルボラン含有ARフルアンタゴニストの創製を目的とし, (R)-bicalutamideの水を
介したARとの結合様式とフルオロフェニル基によるヘリックス12のフォールディング阻害を
基に, BE120の構造にアミノグリセロール基およびグリセロール基を導入した化合物を合成, 
活性評価を行った.  
 
合成した化合物の内グリセロール基がアセタール保護されたBA397以外の化合物は, いず
れも受容体親和性を示し, 化合物のグリセロール基は受容体との結合に重要であることが明
らかとなった. アンドロゲン依存的に増殖するSC-3細胞およびLNCaP細胞を用いた抗アンド
ロゲン活性評価では, 受容体親和性を示した全てのグリセロール誘導体が, 両細胞の増殖を濃
度依存的に抑制した. このことからこれら化合物が野生型AR, T877A変異ARに対してアンタ
ゴニスト活性を示すことが明らかとなった. また評価した化合物の構造はbicalutamideとは全
く異なることから, bicalutamideに耐性を示すW741CやW741LARに対してもARアンタゴニスト
作用を維持すると期待される.  
  
またグリセロールの二級水酸基が結合する炭素が不斉炭素であることから, カルボラン炭
素上置換基が無置換であるBA396のキラル体を合成し, 各異性体間での活性を比較し, グリセ
ロールの立体構造による活性への影響を検討した. R体, S体のSC-3細胞に対する活性はほとん
ど同程度であったのに対し, LNCaP細胞に対してはR体の方がS体より約20倍活性が強く, 立体
配置よって活性の大きな変化が認められた. 両異性体とT877A ARとのドッキングシミュレー
ションから, いずれの化合物のカルボラン環もヘリックス12に接近しているが, R体の方がそ
の距離が近く, またそれぞれのグリセロール基とGln711およびArg752との間で形成する水素
結合のパターンが異なることが示唆された. このように化合物デザインでの狙い通り, カルボ
ラン環が直接ヘリックス12にフォールディングを阻害することで, 野生型AR, T877A ARいず
れに対してもアンタゴニスト活性を示したと推測された.  
 
さらにカルボラン環自体がARアンタゴニスト活性に大きく関与すると推察されたことから, 
BA396のp-カルボランをそれぞれ置換基定数や疎水性パラメーターが異なるカルボラン異性
体に置き換え, それぞれの細胞増殖抑制活性を比較することとした. 6種の異性体を合成し活
性評価したところ, 化合物の活性とカルボランの置換基定数にやや高い相関が認められた. こ
れは先の(R)-BA396のドッキングシミュレーションで認められたグリセロール基のエーテル酸
素とGln711との水素結合の強さが, カルボランの電子的な効果によって変化したと推察され
た.  
今回見出した化合物は既存の前立腺がん治療薬とは分子構造と受容体との結合様式が大き
く異なり, 特徴的な治療薬となり得ると期待され, 前立腺がん治療薬の選択肢を広げる意味で
これら化合物は非常に有用であると考えられる.  
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第三章 カルボラン含有マルチターゲット抗腫瘍化合物の創製 
 
第一節 細胞非選択的な細胞増殖抑制活性を示すカルボラン誘導体 
 
当研究室で合成された化合物のランダムスクリーニングから, ERアゴニストであるBE120の
合成前駆体, 化合物30が, 弱いながらヒト乳がん細胞MCF-7の増殖を抑制するという, 予想外
の結果が得られた. 44) BE120はエストロゲン活性を有することから, MCF-7細胞の増殖を促進
するのに対し, フェノール性水酸基をメトキシ基に変換するだけで活性が完全に反転したこ
とは, 非常に驚くべきことであった (Figure 3-1).  
 
 
Figure 3-1 
 
構造活性相関を精査すべく化合物30 (BT123) およびその誘導体を合成した. 化合物3に対し
て種々のヨードベンゼンをUllmann型カップリングによって導入し, TBS基をTBAFにより除去
することで, 7種類のメトキシフェニルカルボラン誘導体を合成した (Scheme 3-1).  
 
 
 
Scheme 3-1 
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5種の細胞 (MCF-7, MDA-MB-453: ヒト乳がん細胞, LNCaP, PC-3: ヒト前立腺がん細胞, SC-
3: ラット乳がん細胞) に対する各化合物のGI50値 (M) をTable 3-1に示す.  
 
 
Table 3-1 
 
モノメトキシ置換体のBT121, BT122, およびBT123の細胞増殖抑制活性は, 数10 M程度と
強力な作用ではなかったが, いずれの細胞の増殖を濃度依存的に抑制した. またジメトキシ置
換体BT120およびBT124は中程度の活性を示し, トリメトキシ置換体BT125およびBT109の活
性はさらに増強した. これらの結果より, 化合物の活性はメトキシ基の置換数と比例して増強
することが明らかとなった. 一方, それぞれ同じメトキシ基置換数の化合物間の活性はほぼ同
程度あったことから, メトキシ基の位置による活性への影響は確認されなかった.  
 
評価に用いたヒト乳がん細胞MCF-7とMDA-MB-453のうち, 前者はエストロゲン依存的に
増殖するが, 後者はERをほとんど発現せず, エストロゲン非依存的に増殖する. またLNCaPと
PC-3もARを前者は発現しているが後者は発現していないことから, アンドロゲンへの依存性
が異なる. 評価した化合物の活性が細胞間での差がほとんどないことから, この活性発現に
ERおよびARは関与していないことが予想された.  
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実際に化合物の細胞増殖抑制活性へのERの関与を確認するため, 化合物のhERに対する親
和性を, [6,7-3H] E2を用いた競合結合試験により評価した (Figure 3-2). ポジティブコントロー
ルとして用いたBE120は, 前報の通りE2よりも強力な受容体親和性を示した. BE120の水酸基
をメトキシ基としたBT123はBE120より100倍以上弱いが, 濃度依存的な受容体結合性を示し
た. それに対して, Mオーダーの細胞増殖抑制活性を示したBT125およびBT109は, 評価に用
いたいずれの化合物濃度でも, 全く受容体への親和性を示さなかった. 以上のことより, トリ
メトキシ誘導体の活性にERは関与していないことが明らかとなった.  
 
 
Figure 3-2 
 
さらにBT109に対して39種のヒトがん細胞パネルスクリーニングを行った (Table 3-2). 乳が
ん細胞株であるHBC-4には活性が認められなかったが, それを除く38細胞に対しては, GI50 1.3 
M (MKN45: 胃がん細胞株) から19M (OVACAR-4: 卵巣がん細胞株) の範囲で細胞増殖抑
制作用を示した.  
 
 
Table 3-2 
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化合物の活性発現メカニズムの探索として, 細胞周期解析, アポトーシス誘導活性評価, 
DNA損傷度評価を行ったところ, BT109にG2/M期延長, アポトーシスおよびカスパーゼ3/7誘
導活性, さらにDNA損傷の促進が認められた (Table 3-3). 44) 
 
 
Table 3-3 
 
以上のようにERリガンドであるBE120のメトキシ誘導体に, BE120とは全く異なる細胞増殖
活性を示す化合物が見出され, そのメカニズムにはアポトーシスおよびカスパーゼ3/7誘導, 
DNA損傷作用など複数のメカニズムの存在が示唆された. このような活性は今までに合成し
てきたカルボラン誘導体には全く見られなかった作用であり, 大変興味深いものであった. ま
たこれら化合物の構造と, その適応範囲の広い細胞増殖抑制活性から, 同様の活性が報告され
構造類似性も認められるE2の生体内代謝物である2-methoxyestradiol (2-ME) が想起された 
(Figure 3-3).  
 
 
Figure 3-3 
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第二節 エストロゲン代謝物 2-methoxyestradiolと誘導体の生物活性 
 
第一項 エストロゲン受容体とエストロゲンの構造および生理作用 
 
エストロゲンはアンドロゲンなどと同様に脂溶性のステロイドホルモンであり, 細胞質に
存在するエストロゲン受容体 (ER) に結合する. 生体内エストロゲンである17-estradiol (E2) 
は, 性ホルモンとしての生殖機能調節 45) をはじめ, 骨代謝制御 46) やLDLコレステロール低
下作用 47) , 中枢神経系への作用 48) など多様な作用を示す (Figure 3-4). ERには2つのアイソタ
イプが存在し, それぞれERとERと呼ばれ, ERは子宮や精巣, 脳下垂体, 卵巣, 腎臓などに
主として分布するのに対し, ERは前立腺や卵巣, 子宮, 精巣だけでなく, 肺や膀胱, 脳などに
も広く分布している. 49） 
 
 
Figure 3-4 
 
 
第二項 エストロゲン代謝物の生物活性 
 
エストロゲンの代謝 
 
E2 は生体内で様々な代謝を受けるがその一つとして, 2-methoxyestradiol (2-ME) への代謝が
知られている. E2 はまず CYP450 (CYP 1A1, 3A4) によって 2-hydroxyestradiol (2-HE) へと変換
され, さらに Catechol-O-methyltransferase (COMT) によって 2-ME に代謝されるが, 2-ME の一
部は CYP 1A1 による脱メチル化によって 2-HE へと変換される (Scheme 3-2). 50) 
 
 
Scheme 3-2 
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ER independent effects 
2-MEの生理作用 
 
2-ME の ER 結合能は E2 よりも非常に弱く, ERと ERどちらに対しても E2 の約 100 分の
1 程度しか結合せず, 51) また 2-ME の産生は, 肺や腎臓, 肝臓, 胃, 脳などさまざまな器官で見
られるが, 52）それぞれの組織内濃度は明らかになっていない. 53)  
 
2-ME はその ER 結合能の低さからも分かるように, ほとんどエストロゲン作用は示さない
が, 心血管保護作用, 腎保護作用, 抗炎症作用, および抗腫瘍作用など, E2 とは異なる多様な
生理活性を示すことが報告されている (Figure 3-5). 54)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-5 
 
 
抗腫瘍作用 
 
2-ME は細胞増殖抑制活性や血管新生阻害作用によって抗腫瘍作用を示し, この活性は 2-
ME の多様な活性の中で近年最も注目されている. これら作用はいずれも微小管構成タンパク
であるチューブリンの重合阻害作用に起因すると考えられている. 55)  2-ME の細胞増殖抑制活
性, およびチューブリン重合作用については後述第三項および第四項で詳しく述べる.  
 
2-ME の血管新生阻害作用については, 低酸素誘導因子 1 (HIF-1) の関与も認められてい
る. 血管新生は HIF-1によって血管内皮増殖因子 (vascular endothelial growth factor: VEGF) な
どの血管新生増殖因子の多くがアップレギュレーションされて進行するが, 内皮細胞におい
てチューブリン重合が阻害されると HIF-1の濃度が減少し, それにより VEGF の濃度も減少
することによって血管新生が阻害される. 2-ME は低酸素条件下において, 前立腺がん細胞で
ある PC-3 と乳がん細胞である MDA-MB-231 の HIF-1の濃度を低下させ, それにより VEGF
の発現を阻害し, 結果として血管新生を阻害することが明らかとなっている. 55) 
 
↓ Abnormal cellular growth in VSMC      
↓ Cholesterol levels 
Renal protection 
↓ Renal toxicity 
↓ Metabolic syndrome linked 
     renal damage 
↓ Blood pressure 
↑ Abnormal cellular growth in GCM 
Cardiovascular protection 
↓ Tumor growth 
↓ Angiogenesis 
Anti-carcinogenic effects 
Anti-inflammatory effects 
↓ IFN--induced IL-6 
                   and PGE2 production 
↓ Cancer cell migration 
↓ Macrophage adhesion 
               to endothelial cells 
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心血管保護作用および腎保護作用 
 
血管平滑筋細胞 (vascular smooth muscle cell: VSMC) の異常増殖は, アテローム性動脈硬化
症や, 動脈の再狭窄, 新生内膜過形成などの心疾患の原因となる. 2-ME はヒトやラットの大動
脈において, VSMC の分裂, 増殖およびコラーゲンの生成を抑制する. E2 や 2-HE も同様の作
用を示すが, その強さは 2-ME より弱いものであり, これら作用は ER アンタゴニストとの併
用によって影響を受けないことから, ER 非依存的な作用であることが明らかとなっている. 56) 
 
VSMC 増殖抑制作用のメカニズムは, 直接的なものとして分裂促進因子 (angiotensin Ⅱ etc.) 
の生成に関与するフリーラジカルの発生阻害, 血小板由来増殖因子による MAP キナーゼ活性
化の阻害などがあげられる. 間接的な機序としては, VSMC の増殖抑制効果を示す生体内物質 
(NO, cAMP, prostacyclin etc.) の生成促進や , VSMC の増殖促進作用を示す生体内物質 
(endothelin-1, catecholamine etc.) の生成阻害作用などが考えられている. 56) 
 
また , 2-ME および 2-HE は , 卵巣摘出マウスのコレステロール値を顕著に低下させ , 
angiotensin Ⅱにより引き起こされたラットの高血圧を改善したが, そのメカニズムは明らかと
なっていない. 56), 57) 
 
このように 2-ME はさまざまなメカニズムにより心血管保護作用を示すが, これらメカニズ
ムには 2-ME の腎保護作用に関与するものも多い . 糸球体メサンギウム細胞  (glomerular 
mesangial cell: GMC) の異常増殖は, 糸球体硬化症などの腎疾患を引き起こすが, 2-ME は GMC
に対し増殖抑制効果を示し, そのメカニズムは先に述べた VSMC の増殖抑制メカニズムと同
様だと考えられている.  
 
 
抗炎症作用 
 
  2-ME は関節リウマチや, 慢性気道炎症, 肺線維症に対して抗炎症作用を示すことが知られ
ている. これら慢性炎症に対する作用は, 2-ME の血管新生阻害作用に由来している. 2-ME に
はこのほかに, 血管の関与がない髄液白血球浸潤への阻害効果も示すことが明らかとなって
おり, この抗炎症作用機序として, 炎症性サイトカインである IL-6 や PGE2の産生抑制効果が
あげられる. 2-ME は, IFNおよび LPS により活性化された J774 マクロファージ細胞の IL-6 お
よび PGE2濃度を低下させ, 急性肺炎マウスを用いた in vivoの試験においても IL-6の生成を阻
害しする. 58) 
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第三項 チューブリンの構造とチューブリン重合阻害薬 
 
チューブリンは細胞骨格の一種である微小管を形成するタンパクであり, 分子量約 5 万の
およびチューブリンがある. 2 つはおよそ 50％の相同配列を持ち, 立体構造も類似してい
る. 59) これらのヘテロダイマーが直線上に重合してできた微小管のプロトフィラメントが, 13
本平行に結合することで直径 25 nm の管状の微小管が形成される (Figure 3-6). チューブリン
は GTP 結合タンパク質であり, 微小管の伸長と短縮, すなわちチューブリンの重合と脱重合
は GTP の結合と加水分解により制御されている. チューブリンの重合速度は両端では異なり, 
チューブリンの位置する端でより速く＋端と呼ばれ, もう一方の－端には細胞内では多くの
微小管が中心体を配置し＋端を細胞の各所に伸長する.  
 
Figure 3-6 
 
微小管は細胞分裂期に形成される紡錘体の主要成分であることから, チューブリンに結合
し微小管ダイナミクスを阻害する薬剤は, フィラメントの安定化, 不安定化のいずれの機序に
おいても有糸分裂の進行を停止させることから, 細胞増殖を抑制する抗がん剤として広く用
いられている. チューブリンに作用する薬として代表的な paclitaxel 60), vinblastine や vincristine
などのビンカアルカロイド 61), および colchicine 62) (Figure 3-7) はそれぞれチューブリンの異
なる位置に結合し, チューブリン重合の阻害, もしくは安定化を行うことで有糸分裂を阻害す
る (Figure 3-8). 63) 
 
 
Figure 3-7 
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(A: colchicine binding site, B: paclitaxel binding site, C: vinca alkaloid domain) 
Figure 3-8 
 
Colchicine binding site はチューブリンヘテロダイマーのチューブリンとチューブリン
の間に存在し, colchicine が結合するとその C 環と-チューブリンおよび GTP との立体障害に
よりダイマーが湾曲する. チューブリンの重合はダイマーが直線に結合している必要がある
ことから, colchicine がチューブリンに結合することでその重合は阻害される (Figure 3-9). 64) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-9 
 
Colchicine binding site には colchicine 以外にも 2-ME を含む以下のような化合物も結合し, チ
ューブリン重合阻害作用を示すことが明らかとなっている (Figure 3-10). 63) 
 
 
 Figure 3-10 
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チューブリン重合阻害試験 
 
化合物がチューブリン重合に与える影響は, チューブリンタンパクを用いた重合試験によ
り評価できる. チューブリンの重合度評価には吸光法および蛍光法の2種類の方法があるが, 
チューブリン溶液をGTP存在下37℃で加温すると, 自発的に重合が進行し微小管が形成され
る. この微小管の形成に伴い溶液の濁度が上昇するので, 吸光法ではこの濁度を340 nmの吸光
測定によりチューブリン重合度を確認する. しかし, 340 nmの吸光は溶液中における気泡の発
生によって大きく変化する. チューブリン溶液は非常に粘性が高いため気泡を発生させずに
取り扱うことは容易ではなく, また発生した気泡を取り除いても, そのときの衝撃によってチ
ューブリン重合が促進されることがある. それに対し蛍光法はチューブリンの重合に影響を
与えずに結合する蛍光化合物を利用する方法である . 蛍光レポーターとして用いる4’,6-
diamidino-2-phenyllindole (DAPI) はDNA染色剤として古くから知られる化合物であり, 重合に
影響を与えることなくチューブリンに結合する (Figure 3-11). 65)  
 
 
Figure 3-11 
 
DAPIはチューブリンヘテロダイマーと微小管双方に結合するが, 結合した際の蛍光強度が
大きく異なり, DAPI単独の蛍光に比べチューブリンとの混合物および微小管との混合物では
その蛍光強度は約4倍 , および約9倍であり , 吸収極大波長と蛍光極大波長も若干異なる 
(DAPI：Em 470 nm, Ex 342 nm, DAPI + チューブリン：Em 446 nm, Ex 446 nm, DAPI + 微小管：
Em 446 nm, Ex 350 nm). 65) 
 
本節第六項以降で合成する化合物のチューブリン重合阻害活性は , 蛍光法を基とする
Cytoskeleton 社のTubulin Polymerization Assay Kit (Porcine tubulin and Fluorescence based) (Cat. # 
BK011P) を用い, Ex 360 nm, Em 450 nm の蛍光測定により評価することとした.   
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第四項 2-methoxyestradiolとその誘導体の生物活性 
 
2-MEの誘導体も2-MEと同様に抗腫瘍薬としての研究が進められており, 中でも2-MEの水
酸基をスルファモイル基に変えた誘導体が, 種々のがん細胞株に対して高い増殖抑制活性を
示した. そのメカニズムとしては , チューブリン重合, 炭酸脱水酵素 (CA), およびsteroid 
sulfatase (STS) の阻害が確認され, マルチターゲット抗腫瘍薬として注目されている (Figure 
3-12, Table 3-3). 66) 
 
 
Figure 3-12 
 
 
Table 3-4 
 
分子内に二つのスルファモイル基を有するSTX140はSTSをIC50 39 nMで強力に阻害し , 
hCAⅡもIC50 379 nMで阻害した. STX140とhCAⅡとのX線共結晶構造から, 17位のスルファモイ
ル基が, CAⅡ内のZnと相互作用することも明らかとなっている (Figure 3-13). 66) 
 
Figure 3-13 
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第五項 Steroid sulfatase の機能と阻害剤 
 
STS の機能 
 
Steroid sulfatase (STS) は小胞体に存在するステロイド硫酸の脱硫酸酵素である. 肝臓, 副腎, 
皮膚, 精巣, 卵巣など全身に広く分布し, 最も発現量が多いのが胎盤である. また MCF-7 や
LNCaP などの乳がんや前立腺がん中でも正常細胞よりも多い酵素発現が報告されている. STS
は核内レセプター非結合性のステロイド硫酸塩からの, E2 や testosterone を始めとする活性ス
テロイドの生成に関与している (Scheme 3-3). 67) このことより STS 発現が亢進すると, E2 や
testosterone 等の乳がんおよび前立腺がんの増殖を促進するステロイド量が増加するため, STS
阻害剤はホルモン依存性のこれらのがんの治療薬になり得ると期待されている. 68) 
 
 
Scheme 3-3 
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STS の触媒メカニズム 
 
STS による脱硫酸反応には, STS の活性中心に存在する Ca2+イオンと-formylglycine75 
(FGly75) が重要である. Ghosh らの報告によると脱硫酸反応は, ① FGly75 の水分子による活
性化 (FGly75 の hydrated FGly75 (HFGly75) への変換), ②HFGly75 による基質の硫酸 S 元素へ
の求核付加, ③基質のアルコール体としての脱離と sulfated FGly75 (FGlyS75) の産生, ④HSO4-
の脱離による FGly の再構築の, 4 段階の反応を経て進行するとされている (Figure 3-14). 69) 
 
 
Figure 3-14 
 
STS 阻害剤 
 
近年様々な STS 阻害剤が開発されており, EMATE や STX64 のようにスルファモイル基を含
む化合物が多数開発されている (Figure 3-15).  
 
 
Figure 3-15 
 
STS の酵素活性に対するスルファモイル基の作用は, 詳細は明らかとなっていないが, いく
つか阻害メカニズムについての仮説が報告されており, スルファモイル基が FGly75 のホルミ
ル基や酵素内のアミノ酸残基と反応することで, 不可逆的に酵素活性を阻害すると推測され
ている. 69) また EMATE や STX64 はホルモン依存性乳がんに対する臨床試験も行われ, 医薬
品としての承認が期待されている. 70), 71) 
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STS 阻害活性評価 
 
STS 活性は STS の基質から STS によって生成された代謝物量を測定することで評価するこ
とができる. 評価に用いる最も代表的な STS 基質は estrone sulfate (E1S) であり, そこから生
成された E1 量を測定するが, 17-ヒドロキシステロイドデヒドロゲナーゼ (HSD) も共存下で
本反応を行うと E1 は E2 に代謝されるので, E1 と E2 の合計量を測定することが必要となる 
(Scheme 3-4). 72) 
 
Scheme 3-4 
 
STS 基質として E1S のトリチウムラベル体を用いることで,生成された[3H] E1 および[3H] E2
量を HPLC 等によって容易に算出することができるが, 化合物の溶解性を利用するとこれら
はさらに容易に分離することができる. E1S は生体内において血液中に存在することからも, 
水溶性が非常に高い. それに対し E1 や E2 の極性は E1S よりも低く, その分子の大部分を構
造中心の存在する疎水性の高いステロイド骨格が占めていることから, 水溶液よりも有機溶
媒に対しての溶解性の方が高い特徴がある. このことを利用して, E1S と STS 溶液を混合する
ことで E1および E2を生成させた後, これらが含まれる反応水溶液に対して, トルエンなどの
有機溶媒を添加し振とうすると, 下層には E1S が溶解し, 上層である有機溶媒層には E1 およ
び E2が溶解する. この上層の放射活性を測定すれば, E1および E2の生成量を容易に算出する
ことができる (Figure 3-16).  
 
Figure 3-16 
 
また評価に用いる STS は, STS を発現している組織や細胞から抽出するか, 抽出単離はせず
ホモジネート溶液をそのまま用いる方法が一般的である. 抽出源の例としては 1) STS 発現量
の多い胎盤組織やヒト妊娠性絨毛が (ex. JEG-3), 2) STS を強制発現させた CHO 細胞, 3) STS が
発現しているがん細胞 (HEK-293, MCF-7, MCA-MB-453, T-47D etc.) 69) などがある.  
本章第四節以降で合成した化合物の STS 阻害活性は, ヒト乳がん細胞である MCF-7 細胞か
ら抽出した STS によって, [3H] E1S から生成された[3H] E1 と[3H] E2 の総量により評価するこ
ととした.  
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第三節 新規カルボラン含有 2-methoxyestradiol 誘導体のデザイン 
 
本章第一節において適応範囲の広い細胞増殖抑制活性を示すメトキシフェニルカルボラン
誘導体から, 2-MEが想起されたと述べたが, これには二つの理由が存在する. 第一に, メトキ
シフェニルカルボラン誘導体は様々ながん細胞に対して, 幅広い細胞増殖抑制活性を示した
が, 2-MEにおいても同様の活性が報告されている点である. 第二に, 両化合物の構造の類似性
である. BT123をはじめとするメトキシフェニルカルボラン誘導体の中心骨格は, カルボラン
含有核内受容体リガンドの研究においてステロイドミミックとして考えられてきたフェニル
カルボランであり, また本誘導体と2-MEにはいずれも水酸基とメトキシ基が含まれているこ
とより, 構造も非常に類似していると考えられる. さらに2-MEは前節までで述べたように, 
非常に興味深い多様な活性を示すだけでなく, その誘導体研究では優れたマルチターゲット
抗腫瘍薬として期待される化合物も複数見出されている. 以上のことから, 2-MEのカルボラン
誘導体の合成, 活性評価, ならびにさらなる誘導体展開には, 2-MEのような興味深い活性を示
す化合物の開発が期待できると考え, 2-MEカルボラン誘導体の合成に着手することした.  
 
誘導体の構造としては, E2からBE120への構造展開と, E2から2-MEへの代謝における構造変
化を基に, フェニルカルボラン骨格に, 2-MEと同様の置換基を配置した, BT100を設計した.  
次節以降でBT100の合成し, 2-MEおよびその誘導体に見出された抗腫瘍活性, チューブリン
重合阻害活性, STS阻害活性の評価を行うことした. また2-MEのマルチターゲットな活性を示
す誘導体の構造を基に, BT100の誘導体を合成することで, 薬剤耐性を獲得したがん細胞に対
する治療を志向した, 新規カルボラン含有マルチターゲット抗腫瘍薬の開発を検討すること
した.  
 
Figure 3-17 
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第四節 BT100の合成および活性評価 
 
合成 
 
カルボラン炭素上への芳香環導入に用いる化合物34は, guaiacol (32) の4位にヨウ素を導入
した33から, 水酸基をTBS保護することで合成した (Scheme 3-5).  
 
 
Scheme 3-5 
 
34と p-カルボラン  (1) とのUllmann型カップリングにより 35を合成し , n-BuLiと
paraformaldehydeとの反応でヒドロキシルメチル体36に導いた. 化合物36のTBS基をTBAFによ
って除去し, 目的のBT100を得た (Scheme 3-6).  
 
 
Scheme 3-6 
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ER競合結合試験 
 
BT100の構造は強力なエストロゲン活性を示すBE120のそれとメトキシ基一つしか違いが
無いことから, BE120と同様BT100もERに結合して同様のエストロゲン活性を有する可能性が
ある. そこで化合物のER親和性を評価することとした (Figure 3-18).   
 
 
 
 
Figure 3-18 
 
2-MEの受容体親和性は , 前報の通りE2よりも100倍以上弱いものであったが , BT100と
BE120の比較でも, BT100の方が約100倍親和性が弱く, いずれの骨格でもメトキシ基の導入に
よってERへの結合性が大きく低下することが分かった . またBT100と2-MEとの比較では,   
BT100の方が数十倍親和性が強いことが分かった . BE120とE2では第一章でも述べた通り, 
BE120の方が親和性が強く, これはフェニルカルボラン骨格の方がコレスタン骨格よりもER
の疎水性ポケットにフィットするということに基づいていたが, BT100と2-MEでも同様の傾
向が見られたと考えられる。 
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細胞増殖抑制試験 
 
次に細胞増殖抑制活性を, 5種のがん細胞を用いて評価した. Table 3-4に化合物のGI50値を示
す . なお化合物による細胞増殖促進作用は , いずれの細胞においても認められなかった . 
BT100はPC-3細胞に対しては弱いものの, 他の4細胞に対してはほぼ同程度の細胞増殖抑制活
性を示した. エストロゲン依存性乳がん細胞であるMCF-7細胞と非依存性乳がん細胞のMDA-
MB-453細胞に対する活性が同程度あったこと, また先のER競合結合試験で受容体親和性が非
常に弱かったことから, これら細胞に対する活性におけるERの関与は否定された. 2-MEと比
較すると, MCF-7にのみBT100の方が若干強い活性を示したが, 他の細胞に対してはいずれも
約10倍程度BT100が弱い活性を示すことが明らかとなった.  
 
 
Table 3-4 
 
39種のヒトがん細胞に対するパネルスクリーニングを行ったところ (Table 3-5), 2-MEは30
細胞に対してGI50 10 M以下の強い活性を示したが, BT100はほとんどの細胞に対して数十M
のGI50値を示した. このように, ERアゴニストとしてはステロイド骨格よりもカルボランフェ
ニル骨格の方が適していたが, 抗腫瘍活性の場合はステロイド骨格の方が適しているという
ことが明らかとなった. しかしBT100も2-MEよりは弱いものの, 広くがん細胞の増殖を抑制
することが分かった.  
           
 
Table 3-5 
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チューブリン重合阻害試験 
 
BT100はER非依存的に種々のがん細胞に対する増殖抑制作用を示したが, 細胞増殖抑制活
性のメカニズムとして, 2-ME同様のチューブリン重合阻害が考えられる. そこでCytoskeleton
社のAssay Kit (Tubulin Polymerization Assay Kit; Porcine tubulin and Fluorescence based, #BK011P) 
を用いて化合物のチューブリン重合阻害活性を評価した (Figure 3-19).  
 
 
Figure 3-19 
 
2-MEは10 Mおよび20 Mでチューブリンの重合を効果的に抑制した. それに対してBT100
は20 Mで若干の抑制効果を示すことが明らかとなり, 先の細胞に対するBT100の活性メカニ
ズムの一つとしてチューブリン重合が見出された.  
 
 
STS阻害活性評価 
 
BT100および2-MEのSTS阻害活性を, 橋本らの報告 72) を基に, STS溶液としてMCF-7細胞の
ホモジネート, STS基質としての[3H] E1S, ポジティブコントロールとしてのSTX-64を用いて
評価した. 化合物濃度を10-7 Mおよび10-8 Mとして評価したが, いずれの化合物のいずれの濃
度においてもSTS阻害活性は認められなかった.  
 
 
以上本節では2-MEの多様な生物活性と強力で適応範囲の広い細胞増殖抑制活性に着目し, 
E2から2-MEの代謝とE2からBE120への構造変換を基にすることで, 2-MEのカルボラン誘導体
BT100を設計, 合成し, 活性を評価した. BT100には2-MEよりは弱いものの複数の細胞に対す
る細胞増殖抑制活性と, そのメカニズムとしてチューブリン重合阻害活性が見出された. 2-ME
にはこれ以外にも抗炎症作用など様々な生物活性が報告されているので, 今後はBT100のそ
れら作用にも大変興味が持たれる. 
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第五節 BT100の誘導体合成および細胞増殖抑制活性評価 
 
前節で2-MEのカルボラン誘導体として合成したBT100に2-MEと同様の, がん細胞の起源に
依らない幅広い細胞増殖抑制活性および弱いながらチューブリン重合阻害活性が見出された. 
そこでより優れた抗腫瘍薬の開発を目的とし, BT100の誘導体を合成, 活性評価を行うことで
構造活性相関を精査することとした. さらに活性の強かった誘導体についてはターゲットを
探索し, 細胞増殖抑制活性発現メカニズムを解析する.  
 
第一項では, 芳香環を3-メトキシフェニルに固定し, BT100のカルボラン炭素上置換基, お
よびベンゼン環上置換基による活性の寄与を検討する. 特に2-MEの誘導体研究では, スルフ
ァモイル基の導入による活性の向上が報告されているので, 66) カルボラン誘導体でも適応可
能かどうかも検討する.  
 
第二項では, BT100のベンゼン環をベンジルに置き換えた誘導体を合成する. 一般的に化合
物の自由度が上昇することは, 活性の低下につながるとされているが, 2-MEの誘導体研究にお
いて化合物の骨格に自由度を与えても活性を維持した例があった. 73) カルボラン誘導体の場
合は活性がどのように変化するか, 化合物を合成し, 活性を比較することで検討する.  
 
第三項では, 芳香環を3-エチルフェニルに固定し, 第一項で合成した化合物のエチル誘導体
を合成する. 2-MEの誘導体研究において, 3-メトキシフェニル誘導体とともに, 3-エチルフェニ
ル誘導体にも優れた活性が報告されている. 66) これを基にカルボラン誘導体におけるエチル
基の導入による活性の変化を検討する.  
 
第四項では, カルボランとしてm-カルボランを用い, 第一項から三項で有効性が認められた
化合物のm-カルボラン誘導体を合成する. 前章のARアンタゴニストの開発ではカルボランの
異性体間で活性に大きな変化が見られたこともあり, 活性の比較に興味が持たれる.  
 
 
Figure 3-20 
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第一項 3-メトキシフェニルカルボラン誘導体 
 
本項ではBT100の3-メトキシフェニルカルボラン骨格に対する置換基導入を行い, 活性を比
較することとした (Figure 3-21). 特にカルボラン炭素上置換基による活性への寄与と, 2-MEの
誘導体研究において優れた活性が認められた, スルファモイル基の導入による活性の寄与を
調査する.  
 
 
Figure 3-21 
 
合成 
 
BT100の合成中間体として得られた化合物35のTBS基をTBAFにより除去することで, BT102
を得た. またBT102の水酸基をN,N-ジメチルアセトアミド (DMA) 中スルファモイルクロラ
イドとの反応でBT111に収率良く導いた.  
さらに35のカルボラン炭素上に水酸基を導入し, TBS基を脱保護することで, BT100のヒドロ
キシメチル基をヒドロキシル基としたBT101を合成した (Scheme 3-7).  
 
 
Scheme 3-7 
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BT102からのBT111の合成と同様, BT100に対してスルファモイルクロライドを反応させた
ところ, ヒドロキシメチルにのみ反応したBT112が得られた. さらにBT112にスルファモイル
クロライドを反応させ, ジスルファモイル体BT110を合成した (Scheme 3-8).  
 
  
Scheme 3-8 
 
 
細胞増殖抑制試験 
 
合成した5化合物と2-MEおよびBT100の5種の細胞に対するGI50値 (M) をTable 3-6に示す.  
 
 
Table 3-6 
 
   
Figure 3-22 
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スルファモイル基を持たないBT100～102では, BT100が全ての細胞に対して最も活性が強
かった. このことからカルボラン環上の置換基は無置換やヒドロキシル基よりもヒドロキシ
ルメチル基が適していることが明らかとなった.  
 
モノスルファモイル誘導体BT111, BT112はBT100と比べ活性の低下が見られた. それに対
してジスルファモイル誘導体BT110はMCF-7細胞を除く4細胞でBT100を上回るMオーダー
のGI50値が算出された. このことからスルファモイル基が分子の両端に導入されると化合物の
細胞増殖抑制活性は大きく向上するが, どちらか一方だけに導入された場合は活性にほとん
ど影響が生じないことが分かった.  
 
続いて最も活性の強かったBT110において, 39種のがん細胞に対するパネルスクリーニング
を行った (Table 3-7). BT110のGI50値は, 0.78 M (OVCAR-3) から15 M (OVCAR-4) と低値の
GI50値を示し, 2-MEが活性を示さなかった乳がん細胞HBC-4に対してもGI50 6 Mで作用するこ
とが明らかとなった. また, 39細胞のGI50の平均値であるMG-MIDは4.9 Mと2-MEの3.2 Mと
ほぼ同程度であったが, 各細胞に対するGI50値の分布を比較すると, 2-MEのGI50値が0.39から
100M以上であったことから, BT110の方が細胞間での活性の差が少ないことが分かった.  
 
 
Table 3-7 
 
  以上の評価から, BT100の誘導体においてジスルファモイル基を有するBT110に2-MEとほぼ
同程度の強い細胞増殖抑制活性が認められた. パネルスクリーニングでも同程度のMIG-MID
値を示したが, 細胞毎に対する活性はやや異なることが分かった. このことからBT110と2-
MEの細胞増殖抑制活性は, それぞれ異なるメカニズムによって発現している可能性が考えら
れた. そこで, BT110の活性メカニズム探索を目的として, ER競合結合試験, チューブリン重合
阻害試験, ならびにSTS阻害試験を行うこととした.  
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ER競合結合試験 
 
BT110の細胞増殖抑制活性と各細胞のER発現量に相関が見られないことから, この活性は
ER非依存的であると考えられるが, ERへの競合結合試験を行い詳細を確認することとした 
(Figure 3-23). BT100や2-MEが受容体に弱いながら結合したのに対して, BT110は4Mでもほと
んど親和性を示さないことが明らかとなった. これにより, 先の細胞に対する活性にERは全
く関与していないことが分かった.  
 
 
Figure 3-23 
 
 
チューブリン重合阻害評価 
 
BT100と同様Assay kitを用いて化合物のチューブリン重合阻害活性を評価した (Figure 3-24). 
BT110はチューブリンの重合を抑制し, その作用はスルファモイル基を持たないBT100よりも
強いことが明らかとなった. しかし2-MEよりは2倍以上活性が弱かったが, 細胞に対する両化
合物の活性がほぼ同程度であったことから, BT110にはチューブリン以外にもターゲットが存
在すると考えられた.  
 
 
Figure 3-24 
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 STS阻害活性評価 
 
  BT100の評価と同様, MCF-7ホモジネートをSTS溶液として用いて, 本項で合成した化合物
のSTS阻害活性を評価した (Table 3-8). ポジティブコントロ―ルにはSTX64を用い, 0.01 Mの
STX64の阻害活性を100％として, 各化合物の阻害活性を算出した.  
 
 
Table 3-8 
 
  
Figure 3-25 
 
スルファモイル基を含まない化合物はいずれもSTS阻害活性を示さなかった. このことから
STS阻害活性の発現にはスルファモイル基が必須であると考えられた. またスルファモイル誘
導体の中では, ベンゼン環上にスルファモイル基を持つBT110およびBT111はいずれも nM 
以下の強いIC50を示したが, カルボラン側にのみスルファモイル基を有するBT112には活性は
認められなかった. このことからSTS阻害活性にはベンゼン環上のスルファモイル基が重要で
あることが明らかとなった. 細胞増殖抑制活性が最も強かったBT110が, STS阻害活性も最も
強いことが分かった.  
 
以上のメカニズム解析から, 2-MEはチューブリン重合阻害を主たる細胞増殖抑制活性のメ
カニズムとしていたと考えられたのに対して, カルボラン含有ジスルファモイル誘導体の
BT110は, チューブリンの重合阻害だけでなく, STS阻害も介して種々の細胞の増殖を抑制し
ていたと推察された. 
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第二項 ベンジルカルボラン誘導体 
 
本項ではp-カルボランベンジル骨格の化合物を合成し, p-カルボランフェニル骨格のBT100
と活性を比較する (Figure 3-21). リンカー炭素が加わることにより, 化合物の自由度が変化す
るので, それによる活性の変化と, ベンジル位への水酸基導入による活性への影響も確認する.  
 
  
Figure 3-26 
 
 
合成 
 
Vanillin (38)の水酸基をTBS保護することで化合物39とした (Scheme 3-9).   
 
 
Scheme 3-9 
 
化合物3をn-BuLiでリチオ化し, 合成した39と反応させて化合物40を得た. 40と未反応の39
が分離困難であったため, 混合物のまま次のTBS基の脱保護反応に付し, BT106を二段階の収
率86％で合成した. BT106のベンジル位水酸基は, 酸性条件下triethylsilaneとの反応により除去
し, BT105とした. さらにBT105にスルファモイルクロライドを作用させ, ジスルファモイル
誘導体のBT113へ導いた (Scheme 3-10).  
 
 
Scheme 3-10 
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p-カルボラン (1) からBT105およびBT106と同様の合成法により, カルボラン炭素の一つが
無置換であるBT108およびBT107を合成した (Scheme 3-11).  
 
 
 
Scheme 3-11 
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細胞増殖抑制試験 
 
5種の細胞に対する各化合物のGI50値 (M) をTable 3-9に示す.  
                  
 
Table 3-9 
 
 
Figure 3-27 
 
ベンジル誘導体はいずれもBT100ほどの細胞増殖抑制活性は示さなかったが, BT106を除く
化合物に増殖抑制活性が認められた. BT100とBT105の結果から, 芳香環-カルボラン間に1炭
素増炭することで, その活性が大きく減弱することが分かった. 理由としては中心骨格が1炭
素分大きくなったことによって分子の両端に存在する置換基間の距離や方向が変わり, ター
ゲット分子として考えられるチューブリンやSTSと相互作用できなくなった, あるいは, 1炭素
増炭したことにより分子の自由度が上昇してターゲットとの結合性が低下したと考えられる. 
またBT107の活性はBT100よりは弱いものの, ベンジル誘導体の中では最も強い活性を示した. 
前項では有効であったジスルファモイル体への変換でも (BT113) 活性の向上は認められなか
った.  
 
総じて強い活性を示さなかったベンジル誘導体の中で, 最も興味深いのは, 他の化合物と類
似の構造であるにも拘らず, 圧倒的に活性が弱かったBT106である. この理由は不明であるが, 
細胞増殖抑制活性が全くないことは, 逆に「無毒である」という長所と見ることもできる. 本
研究を始めとした抗腫瘍薬の開発においては, このような化合物に価値を見出すのは容易で
はないが, 利用分野が異なればこの「無毒性」を有効に利用することも可能だと考えられる. 
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STS阻害活性評価 
 
化合物のSTS阻害活性をしたが, BT113以外の化合物には阻害活性は見出されなかった 
(Table 3-10).  
 
 
Table 3-10 
 
 
Figure 3-28 
 
以上の結果より, リガンドの中心骨格はp-カルボランベンジル骨格よりもp-カルボランフェ
ニル骨格の方が適していることが明らかとなった.  
また, 本研究の主題には沿わないが, 特徴的な無毒性を示す化合物BT106が見出され, 他分
野においてこの特徴は有効に利用することができると考えられる. 例としてBNCTのホウ素キ
ャリアーには, 一般的な医薬品よりも多量な人体への投与が必要なことから, 化合物の「無毒
性」というのは大きな利点となる. 今後BT106の応用研究にも非常に興味が持たれる.  
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第三項 3-エチルフェニルカルボラン誘導体 
 
2-MEの誘導体合成研究を基に, BT100のベンゼン環3位メトキシ基をエチル基に置き換えた
化合物をデザイン, 合成し活性を評価することとした (Figure 3-29). また3-メトキシフェニル
誘導体の合成において, カルボラン炭素上には水素結合が可能な置換基が必要であり, 置換基
の長さによって活性が異なることが明らかとなった. スルファモイル基の導入で活性が向上
したのも踏まえ, カルボラン炭素上側鎖として, シアノ基やカルバモイル基などの極性基の導
入, および炭素鎖長の検討を行うことした.  
 
 
Figure 3-29 
 
 
合成 
 
2-エチルフェノール (42) の4位にヨウ素を導入して化合物43とし, 水酸基をTBS化するこ
とで化合物44を合成した (Scheme 3-12).   
 
 
Scheme 3-12 
 
 
p-カルボラン (1) に化合物44を用いたUllmann型カップリングによって化合物45を, また45
へのヒドロキシルメチル基の導入で46を合成した (Scheme 3-13).  
 
 
Scheme 3-13 
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化合物45のTBSを除去してBT152へ導き, フェノール性水酸基のスルファモイル化によって
BT161を合成した (Scheme 3-14).  
 
 
Scheme 3-14 
 
 
メトキシ誘導体で最も活性の強かったBT110のエチル体であるBT160は, 化合物46のTBSの
除去によりBT150を合成し, 続くスルファモイル化では, モノスルファモイル体BT162を経由
して, 収率良く合成された (Scheme 3-15).  
 
 
Scheme 3-15 
 
 
シアノメチル誘導体 BT154 および BT164 の合成を Scheme 3-16 に示す. 化合物 46 の水酸基
をトシル化して化合物 47 とし, TBS 基の脱保護と続くシアノ化により BT154 を, BT154 のス
ルファモイル化によって BT164 を合成した.  
 
 
Scheme 3-16 
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スルファモイルエチル体BT165の合成法をScheme 3-17に示す. 化合物45のカルボラン炭素
上に2-(2-bromoethoxy)tetrahydro-2H-pyranを反応させて化合物49とし, THPを酸性条件下脱保護
することで50を得た. 49および50は未反応の2-(2-bromoethoxy)tetrahydro-2H-pyranと分離困難で
あったため未精製のまま使用し, 50のTBSの脱保護により, 3 steps, 45％の収率で51を合成した. 
51に対するスルファモイル化により目的のBT165を得た.  
 
 
Scheme 3-17 
 
 
シアノエチル誘導体BT166は, 化合物45から化合物49を経由して2 step, 29％の収率で合成さ
れた50に対して, BT164と同様の, 水酸基のトシル化 (52), TBS基の脱保護 (53), OTs基のシア
ノ化 (54), スルファモイル化によって合成された (Scheme 3-18).  
 
 
Scheme 3-18 
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カルバモイル誘導体 BT167の合成法を Scheme 3-19に示す . 化合物 46の水酸基に 
trichloroacetyl isocyanate を反応させ55とし, 加水分解によりカルバモイル誘導体56を合成した. 
化合物57のTBS 基の脱保護と水酸基のスルファモイル化により目的の BT167 を得た.  
 
 
Scheme 3-19 
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細胞増殖抑制活性 
 
 
Table 3-11 
 
 
Figure 3-30 
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BT100のエチル誘導体である BT150はいずれの細胞に対しても BT100よりも活性が低下し
た. しかしカルボラン炭素上が無置換である BT152 は, エチル誘導体の中では比較的強い増
殖抑制活性を示すことが明らかとなったが, BT152 のフェノール性水酸基をスルファモイル化
した BT161 では活性の低下が見られ, メトキシ誘導体とは異なる傾向が認められた. それに
対して BT150のスルファモイル基を導入した BT162および BT160の活性は, メトキシ誘導体
と同様に, モノスルファモイル体の活性は弱いがジスルファモイル体では合成した化合物の
中で最も強い抑制活性が見出され, カルボラン側およびベンゼン側双方に極性基の導入で活
性が向上することが分かった. ジスルファモイル体 BT160 に優れた活性が見出されたのに対
し, ベンゼン環上にスルファモイル基を有しカルボラン側側鎖をスルファモイルエチル, シア
ノメチル, シアノエチルに置き換えた化合物では, 活性が大きく低下した. これらのことから, 
カルボラン炭素上置換基の炭化水素鎖長は活性に大きく影響を与え, またシアノ基は置換基
として適さないことが明らかとなった. カルバモイル体 BT167 においては, BT160 よりは若干
弱いものの, MCF-7 細胞および MDA-MB-453 細胞に対して M オーダーの GI50を示した. 以
上のことより, 化合物の両端にスルファモイルやカルバモイルといった極性基の導入によっ
て, 活性が向上することが明らかとなった.  
 
さらに最も活性の強かった BT160 のパネルスクリーニングを行ったところ, MG-MID が 2.8 
M と 2-ME よりも強力な増殖抑制活性を示すことが明らかとなった. また各細胞に対する活
性の傾向が BT110 と類似していることから, BT160 は BT110 と同様チューブリンと STS に作
用すると推測された (Table 3-12).  
 
 
Table 3-12 
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チューブリン重合阻害試験 
 
BT160のチューブリン重合阻害作用を評価したところ, BT100よりもやや強く重合を抑制す
ることが明らかとなった (Figure 3-31). しかしBT110や2-MEと比較するとその作用は弱いこ
とが分かった.  
 
 
Figure 3-31 
 
STS阻害活性評価 
 
続いて本項で合成した化合物のSTS阻害活性を評価した (Table 3-13). スルファモイル基を
ベンゼン環上に持たない化合物は全てSTS阻害活性をほとんど示さなかった. それに対してベ
ンゼン環上にスルファモイル基を有する化合物はいずれも0.1 Mにおいて60％以上の阻害活
性を示した . 特に活性が強かったのはジスルファモイル体BT160およびBT165, シアノ体
BT164およびBT166であった. 特にBT160とBT164がIC50約1 nMの強い活性を示し, これらは
いずれのカルボラン上置換基の炭素鎖長が同一であった. これらの結果より, メトキシフェニ
ル誘導体の結果と同様, ベンゼン環上のスルファモイル基はSTS阻害活性発現に必須であり, 
またカルボラン炭素上の置換基や炭素鎖長によって, 活性が大きく変化することが明らかと
なった.  
 
 
Table 3-13 
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さらに最も活性の強かったBT160の細胞周期やアポトーシス誘導に対する影響を, MDA-
MB-453細胞とMerck Millipore社のMuse Cell Analyzerと専用の評価Kitを用いて検討することと
した.  
 
 
細胞周期解析 
 
BT160と2-MEのMDA-MB-453細胞の細胞周期に与える影響を, Muse Cell AnalyzerとMuse 
Cell Cycle Kitを用いて評価した (Figure 3-32).  
 
 
Figure 3-32 
 
化合物濃度を1から4 Mとして, 各化合物投与後のG0/G1期, S期, G2/M期細胞の割合を測定
した. 未処理細胞に比べ, 2-MEは報告の通りS期とG2/M期を延長し, BT160はS期およびG2/M
期を4 Mでそれぞれ約1.9倍と1.3倍延長し, G0/G1期を0.5倍に短縮することが明らかとなった. 
結果として2-MEとBT160の細胞周期に対する作用は相似していることが分かった. 細胞内に
おけるチューブリンの役割は特に有糸分裂期における紡錘体の形成に集中しているため, チ
ューブリンの重合および脱重合に関与する薬剤は, 細胞の正常な分裂を阻害することで, M期
の延長を引き起こすことが知られている. 今回評価した二化合物はいずれもチューブリン重
合阻害活性が認められたことから, この細胞周期に与える影響はチューブリン重合を介した
ものだと推測できる. また, 比較的強い細胞増殖抑制活性とSTS阻害活性を示したカルバモイ
ル誘導体BT167についても同様の評価に付したところ, BT160と同様にS期, およびG2/M期の
延長作用を示すことが明らかとなった.  
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アポトーシス誘導活性評価 
 
BT160と2-MEのMDA-MB-453細胞に対するアポトーシス誘導活性を, Muse Cell Analyzerと
Muse Annexin V & Dead Cell Kitにより評価した (Figure 3-33). Annexin Vは, 細胞のアポトーシ
スが進行すると細胞膜外側に転移するホスファチジルセリンに親和性の高い色素である. さ
らに死細胞染色薬剤である7-amino-actinomycin D (7-AAD) を用い, 各細胞を生細胞 (Live: 左
下), 初期アポトーシス (Early Apop.: 右下), 死細胞 (Dead: 左上), 後期アポトーシス/死細胞 
(Late Apop./ Dead: 右上) に分類し, それぞれの存在比率を算出した.  
 
 
Figure 3-33 
 
化合物濃度を細胞周期解析と同様1から4 Mとし評価したところ, 2-MEは報告の通り, 濃度
依存的にEarly Apop.の割合が増加して, アポトーシスの誘導を促進した. それに対してBT160
も2-MEよりは弱いものの, 4 Mにおいて未処理細胞よりもEarly Apop.を3.5倍に増加させ, ア
ポトーシス誘導活性を示すことが明らかとなった.  
 
 
以上の結果より, 3-エチルフェニル誘導体ではジスルファモイル体のBT160が最も強い細胞
増殖抑制活性を示し, カルボラン炭素上置換基をカルバモイルメチルに変換したBT167でも
強い活性が認められた. BT160の細胞増殖抑制活性は2-MEとほぼ同程度であり, パネルスクリ
ーニングで2-MEよりもやや強いMG-MID値を示した. その活性メカニズムとしてはチューブ
リン重合およびSTS阻害見出され, これらの作用に基づいて細胞周期のG2/M期の延長, なら
びにアポトーシス誘導活性を示したと考えられる.  
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第四項 m-カルボラン誘導体 
 
BT100のp-カルボランをm-カルボランに置き換えたBT200, ならびにその誘導体を合成し, 
p-カルボラン誘導体と活性を比較することとした (Figure 3-34). カルボラン異性体間では物理
的性質が異なることが知られており, 前章のようにカルボラン異性体間で活性に差が出る場
合がある. また今回の場合だと, カルボランC上の置換基の方向がp-カルボラン誘導体とm-カ
ルボラン誘導体では異なるので, それに基づいて活性に差がでる可能性もある.  
 
 
Figure 3-34 
 
 
合成 
 
m-カルボラン (14) をUllmann型カップリングによって芳香環を導入した化合物58に導き, n-
BuLiとparaformaldehydeとの反応でカルボラン炭素上にヒドロキシメチル基を導入した化合物
59を合成した. 続くTBS基の脱保護でBT200とし, sulfamoyl chlorideとの反応によってm-カルボ
ラン含有ジスルファモイル化合物BT210を得た (Scheme 3-20).  
 
  
Scheme 3-20 
 
また化合物58のTBS基をTBAFを用いて除去することで, BT202を合成した (Scheme 3-21).  
 
  
Scheme 3-21 
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ベンゼン環の3位をエチルとしたBT250およびBT260はScheme 3-17に合成法を示す. m-カル
ボラン (14) の炭素上にヒドロキシメチル基を導入後, 水酸基をTBS保護することで60とし, 
化合物44とのUllmann 型カップリングにより化合物61を得た. 続く脱保護によりBT250と, ス
ルファモイル化によりBT260を合成した.  
 
  
Scheme 3-17 
 
 
細胞増殖抑制試験 
 
5種の細胞に対する各化合物のGI50値 (M) をTable 3-14に示す.  
m-カルボラン誘導体では, エチル誘導体の BT250および BT260の活性は比較的強かったが, 
5 種の細胞に対する GI50 値の平均を比較すると, BT100 より強力な化合物は無かった. 以上の
結果より, m-カルボランよりも p-カルボランの方が適していることが明らかとなった.  
 
 
Table 3-14 
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第六節 小括 
 
本章ではカルボラン含有マルチターゲット抗腫瘍活性化合物の開発を目的として, 様々な
誘導体の合成, 活性評価, ならびに活性メカニズムを解析した.  
 
研究当初, E2 のメトキシ誘導体 BT123 に認められた予想外の MCF-7 細胞増殖抑制活性に着
目し, その誘導体を合成し, 活性を評価したところ, 今までのカルボラン化合物には無い, 適
応範囲の広く強い細胞増殖抑制活性を示す化合物を見出した. 見出された化合物は, 1）中心骨
格がステロイドミミックとして用いられる,フェニルカルボラン骨格であり, 2）水酸基とメト
キシ基を有し, また, 3）特徴的な適応範囲の広い細胞増殖抑制活性を示すという特徴を有する. 
このことから, 分子中心のステロイド骨格に水酸基やメトキシ基が置換し、同様の様々ながん
細胞に対して幅広い細胞増殖抑制活性を示す 2-ME が想起された.  
 
2-ME は E2 の生体内代謝物であるがその作用は E2 とは全く異なり, 微小管形成タンパクで
あるチューブリンの重合阻害作用を基に, 様々ながん細胞に対して非特異的な細胞増殖抑制
作用を示し、それ以外にも抗炎症作用や腎保護作用など, 多様な生物活性を示す. さらに 2-ME
の誘導体には, マルチターゲットな抗腫瘍薬として優れた活性を示すものも報告されている. 
そこで, 新規カルボラン含有マルチターゲット抗腫瘍薬の開発において, 2-ME のカルボラン
誘導体を合成することとした.  
 
合成した 2-ME カルボラン誘導体の BT100 は, 2-ME よりは弱いものの, 複数のがん細胞の
増殖を抑制し, メカニズムとして考えられたチューブリン重合も阻害した. さらに BT100 の
誘導体合成において, ジスルファモイル誘導体の BT110 および BT160 に, 2-ME と同程度の強
い細胞増殖抑制活性が認められた. この活性メカニズムとしてはチューブリン重合と STS の
阻害が見出され, これらカルボラン誘導体はマルチターゲット抗腫瘍薬として, 薬剤耐性を獲
得したがんに対する治療効果が期待される. また 2-ME には細胞増殖抑制活性以外にも抗炎症
作用や腎保護作用など, 様々な活性が知られている. 今後は合成した化合物のこれらの作用の
発現についても, 非常に興味が持たれる.  
 
 
 
Figure 3-35 
 
 85 
第四章 終論 
 
本論文では, 現在までに開発されてきたカルボラン誘導体より実践的な医薬活性を示すカ
ルボラン誘導体の開発を目指し, がんの治療において重大な問題である「がん細胞の薬剤耐性」
に対して有効なカルボラン誘導体の開発を目的として, カルボラン含有エストロゲン化合物
のBE120の構造を基に化合物の合成, 活性評価を行い, 構造活性相関研究を展開した.  
 
第二章では, bicalutamideとARとの共結晶構造, およびbicalutamideのARアンタゴニスト活性
の発現機序を基に, 変異ARにも有効な新規カルボラン含有ARアンタゴニストを見出すことに
成功した. アミノグリセロール, およびグリセロール含有カルボラン誘導体は, SC-3細胞と
LNCaP細胞いずれの細胞の増殖も抑制し, 野生型, 変異型どちらARにもアンタゴニスト活性
を示した. グリセロール基の立体異性による活性への影響は野生型ARでは少ないと考えられ
たが, T877A変異ARに対しては, 両異性体のアンタゴニス活性に20倍の差が見られる興味深い
知見が得られた. T877A変異ARとBA396とのドッキングシミュレーションからは, 化合物のカ
ルボラン環がヘリックス12のフォールディング阻害に直接関与するという, 仮説を指示する
結果が得られた.  
また化合物のカルボラン環が直接アンタゴニスト活性発現に関与していたことから, カル
ボラン異性体間おける抗アンドロゲン活性を比較したところ, カルボランの電子供与性と化
合物のアンタゴニスト活性に相関がみられた. このこととドッキングシミュレーションの結
果から, カルボランの電子的効果によって, グリセロール部分と受容体との親和性が変化する
可能性が見出され, このことは今後のARリガンド開発において非常に有用な知見であると考
えられる. 本章で活性が見出されたカルボラン誘導体の野生型およびT877A変異型ARに対す
る作用はbicalutamideと同様の傾向であったが, 両化合物の構造が大きく異なることから , 
bicalutamideが不活性なW741L ARなどに対しても本カルボラン誘導体は, ARアンタゴニスト
活性を維持すると期待される.  
 
第三章では, カルボラン含有マルチターゲット抗腫瘍薬の開発を目的として, 化合物の合成
ならびに細胞増殖抑制活性評価, さらに活性の強い化合物については, そのメカニズム探索を
行った. 予想外な細胞増殖抑制活性を示したBE120のメトキシ誘導体から着想を得て, 適応範
囲の広く, 複数のターゲットを介した細胞増殖抑制活性を示し, BE120のメトキシ誘導体とも
構造類似性が見られる, E2の生体内代謝物2-MEのカルボラン誘導体を合成することとした. 2-
MEのカルボラン誘導体であるBT100は2-MEよりは弱いものの, 複数の細胞の増殖を抑制し, 
そのメカニズムとして細胞内微小管を形成するチューブリンの重合阻害が見出された. また
BT100の誘導体を合成し活性を評価したところ, 2-MEの研究でも有用性が見出されていたス
ルファモイル基の導入で化合物の活性が大きく向上し, ジスルファモイル誘導体のBT110お
よびBT160に2-MEとほぼ同程度の, 40種のがん細胞に対する増殖抑制活性が見出された. これ
ら化合物は2-ME同様チューブリンの重合を阻害するだけでなく, 乳がんや前立腺がんの増殖
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にかかわる性ホルモンの生体内産生に関与しているSTSの活性も強力に阻害することが明ら
かとなった. また今回明らかとなったターゲット以外にも他のターゲットが存在する可能性
もあり, 今後その探索に興味が持たれる.  
  
 以上, 著者は本論文において, 薬剤耐性を示すがんの効果的治療を志向した, カルボラン含
有ARフルアンタゴニスト, およびマルチターゲット抗腫瘍活性化合物の開発を行い, それら
化合物の構造活性相関の精査, および活性発現メカニズムの探索を行った. その結果, 従来の
カルボラン誘導体とは異なる活性を示し, また今後の活性評価で有効性が期待できる化合物
を複数見出すに至った.  
現在まで著者の研究も含め, 様々なカルボラン含有医薬活性化合物が多数開発されてきた
が, 未だカルボランを含む医薬化合物の臨床応用は一例も無いが, 将来それが達成される時, 
今回得られた様々な知見が, その開発研究において大きく貢献すると確信している.  
 
 
Figure 4-1 
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実験の部 
 
Chemistry 
 
General Considerations. Melting points were determined with a Yanaco micro melting point apparatus 
and are uncorrected. 1H-NMR and 13C-NMR spectra were recorded on JEOL JNM-EX-270 and JNM-
LA-400 spectrometers. Chemical shifts for the 1H NMR spectra are referenced to tetramethylsilane (0.0 
ppm) as the internal standard. Chemical shifts for 13C NMR spectra are referenced to the 13C signals the 
deuterated solvents. The chemical shifts are reported in parts per million (scale), and all coupling 
constants (J) values are given in hertz (Hz). The splitting patterns are assigned as follows: s (singlet), d 
(doublet), t (triplet), q (quartet), m (multiplet), and br (broad). Mass spectra were recorded on a JEOL 
JMS-DX-303 spectrometer. Elemental analyses were performed with a Perkin Elmer 2400 CHN 
spectrometer.  
 
 
1-Hydroxymethyl-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (2) 
To a solution of 1,12-dicarba-closo-dodecaborane (1) (10 g, 69.4 mmol) in dry ether (90 mL) was added 
dropwise a 2.64 M solution of n-BuLi in hexane (31 mL, 83.2 mmol) at 0 oC under Ar. The mixture was 
stirred at room temperature for 1h. The mixture was cooled to 0 ºC, and paraformaldehyde (3.12 g, 104 
mmol) was added. The reaction mixture was stirred at room temperature for 60 h, and quenched with 
10% aqueous HCl solution. Insoluble materials were filtered off through Celite. The filtrate was extracted 
with AcOEt, washed with 10% aqueous Na2S2O3 solutions and brine, dried over Na2SO4, and 
concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 20/1 to 10/1) 
gave 2 (8.23 g, 47.3 mmol, 68%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 
(10H, br m) 2.73 (1H, br s) 3.47 (2H, d, J = 7.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  (ppm) 59.3, 66.5, 
84.8; MS (EI) m/z 174 (M+, 100%). 
 
 
1-tert-Butyldimethylsiloxymethyl-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (3) 
To a solution of 2 (1.5 g, 8.6 mmol) and tert-butyldimethylsilylchloride (2.0 g, 12.9 mmol) in CH2Cl2 (10 
mL) was added imidazole (0.88 mg, 12.9 mmol) at room temperature under Ar. The mixture was stirred 
at same temperature for 3 h. The reaction was quenched with sat.NaHCO3 and the whole was extracted 
with CH2Cl2. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification 
by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane) gave 3 (2.36 g, 8.22 mmol, 95%) as colorless 
oil; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) -0.04 (6H, s), 0.84 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 2.67 (1H, 
br s), 3.41 (2H, s); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  (ppm) -5.7, 18.2, 25.7, 59.0, 66.7, 85.1; MS (EI) m/z 
288 (M+), 231 (100%). 
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1-tert-Butyldimethylsiloxymethyl-12-(4-nitrophenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (4) 
To a solution of 3 (0.3 g, 1.15 mmol) in dimethoxyethane (1.5 mL) was added dropwise a 2.64 M solution 
of n-BuLi in hexane (0.66 mL, 1.31 mmol) at 0 ºC under Ar. The mixture was stirred at room temperature 
for 30 min, and CuCl (149 mg, 1.5 mmol) was added in one portion. Stirring was continued at room 
temperature for 1 h, and pyridine (0.59 mL, 7.34 mmol) was added, and 4-iodonitrobenzene (0.33 g, 1.31 
mmol) was further added in one portion, and the mixture was heated at 100 ºC for 48 h. After cooling, 
the reaction was quenched with 10% aqueous HCl solution. Insoluble materials were filtered off through 
Celite. The filtrate was extracted with AcOEt, washed with 10% aqueous Na2S2O3 solutions and brine, 
dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane 
to Methanol) gave 4 (330 mg, 0.80 mmol, 80% yield) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) 
(ppm) -0.01 (6H, s), 0.86 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 3.50 (2H, s), 7.38 (2H, d, J = 8.8 Hz), 8.03 (2H, 
d, J = 9.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  (ppm) -5.7, 18.2, 25.6, 66.0, 79.9, 83.0, 123.2, 128.4, 
142.9, 147.6; MS (EI) m/z 411 (M+), 73 (100%).  
 
 
4-(12-tert-Butyldimethylsiloxymethyl-1,12-dicarba-closo-dodecaborane-1-yl)aniline (5) 
To a solution of nitro compound 4 (400 mg, 0.97 mmol) in methanol (10 mL) was added palladium on 
carbon (80 mg), and the mixture was stirred for 3 h at room temperature under H2 atmosphere. Pb/C was 
filtered off through Celite, and the filtrate was evaporated. Purification by silica gel column 
chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 100/1 to 20/1) gave 5 (401 mg, 1.06 mmol, quant.) as a 
colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) -0.02 (6H, s), 0.85 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 
3.49 (2H, s), 3.63 (2H, br s), 6.44 (2H, d, J = 8.8 Hz), 6.97 (2H, d, J = 8.8 Hz); 13C-NMR (100 MHz, 
CDCl3)  (ppm) -5.7, 18.1, 25.7, 66.0, 80.6, 82.4, 114.1, 126.5, 128.1, 146.5; MS (EI) m/z 379 (M+), 322 
(100%). 
  
 
N-2,3-Propanediol-4-(12-tert-butyldimethylsiloxymethyl-1,12-dicarba-closo-dodecaborane-1-yl)  
aniline (6) 
To a solution of 5 (50 mg, 0.13 mmol) in ethanol (3 mL) was added glycidol (11.7 mg, 0.16 mmol), and 
the mixture was stirred for 48 h at 80 ºC, and solvent was removed. Purification by silica gel column 
chromatography (eluent: n-hexane / AcOEt = 5/1 to 2/1 ) gave 6 (23 mg, 0.05 mmol, 39%) as a colorless 
solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) -0.02 (6H, s), 0.85 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 3.12 (1H, 
dd, J = 7.3 Hz, 13.2 Hz), 3.22 (1H, dd, J = 4.4 Hz, 13.2 Hz), 3.49 (2H, s), 3.60 (1H, dd, J = 5.6 Hz, 11.2 
Hz), 3.74 (1H, dd, J = 3.5 Hz, 11.2 Hz), 3.91 (1H, m), 6.41 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.00 (2H, d, J = 8.8 Hz); 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  (ppm) -5.6, 18.2, 25.7, 46.4, 64.7, 66.1, 70.2, 80.7, 82.4, 112.4, 126.3, 
128.1, 147.7; MS (EI) m/z 453 (M+), 393 (100%). 
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N-2,3-Propanediol-4-(12-hydoxymethyl-1,12-dicarba-closo-dodecaborane-1-yl)aniline (BA391) 
To a solution of 6 (20 mg, 0.04 mmol) in 1 mL of dry THF was added a solution of 1 M of TBAF in THF 
(0.07 mL, 0.07 mmol), and the reaction mixture was stirred at room temperature for 24 h. The reaction 
was quenched with water and the solution was extracted with AcOEt. The organic layer was washed with 
brine, dried over MgSO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-
hexane/AcOEt = 1/1 to 1/2) gave BA391 as a colorless solid (10 mg, 0.03 mmol, 75%); Colorless cubes 
(CHCl3); mp 137.5–139.0 
oC; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 3.13 (1H, 
dd, J = 7.8 Hz, 13.2 Hz), 3.24 (1H, dd, J = 4.4 Hz, 13.2 Hz), 3.54 (2H, br s), 3.61 (1H, dd, J = 5.9 Hz, 
11.2 Hz), 3.75 (1H, dd, J = 3.3 Hz, 11.2 Hz), 3.89–3.95 (1H, m), 6.42 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.00 (2H, d, J 
= 8.8 Hz). 13C-NMR (100 MHz, CD3OD)  (ppm) 47.3, 65.4, 66.2, 71.6, 82.5, 84.5, 112.9, 125.7, 128.9, 
150.3; MS (EI) m/z 339 (M+), 278 (100%); HRMS Calcd for C12H25B10NO3: 339.2839; Found: 339.2836; 
Anal. Calcd for C12H25B10NO3: C, 42.46; H, 7.42; N, 4.13; Found: C, 42.17; H, 7.27; 4.32. 
 
 
1-tert-Butyldimethylsiloxymethyl-12-(4-methoxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (7) 
To a solution of 3 (2.0 g, 6.94 mmol) in dimethoxyethane (5 mL) was added dropwise a 2.64 M solution 
of n-BuLi in hexane (3.96 mL, 7.92 mmol) at 0ºC under Ar. The mixture was stirred at room temperature 
for 30 min, and CuCl (920 mg, 9.02 mmol) was added in one portion. Stirring was continued at room 
temperature for 1 h, and pyridine (4.13 mL, 51.3 mmol) was added, and 4-iodoanisole (1.85 g, 7.92 
mmol) was further added in one portion, and the mixture was heated at 100 ºC for 40 h. After cooling, 
the reaction was quenched with 10% aqueous HCl solution. Insoluble materials were filtered off through 
Celite. The filtrate was extracted with AcOEt, washed with 10% aqueous Na2S2O3 solutions and brine, 
dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane 
to n-hexane/AcOEt = 10/1) gave 7 (1.47 g, 3.72 mmol, 54%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3)  (ppm) -0.02 (6H, s), 0.86 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 3.49 (2H, s), 3.74 (3H, s), 6.67 (2H, 
d, J = 8.8 Hz), 7.14 (2H, d, J = 8.8 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD),  (ppm) -5.7, 18.2, 25.7, 55.2, 
66.5, 81.1, 81.9, 113.2, 128.3, 128.5, 159.5; MS (EI) m/z 394 (M+), 337 (100%). 
 
 
1-Hydroxymethyl-12-(4-hydroxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BE120) 
To solution of 7 (20 mg, 0.05 mmol) in dry CH2Cl2 (1 mL) was added dropwise a 1 M solution of BBr3 
in CH2Cl2 (0.36 mL, 0.36 mmol) at 0 ºC under Ar. The mixture was stirred at room temperature for 16 h. 
The reaction was quenched with water and whole was extracted with CH2Cl2. The organic layer was 
washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column 
chromatography (eluent: n-hexane to n-hexane/AcOEt = 10/1) gave BE120 (16.6 mg, 0.07 mmol, quant.) 
as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 3.55 (2H, s), 4.96 
(1H, br s), 6.61 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.06 (2H, d, J = 8.8 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD)  (ppm) 
66.1, 82.7, 83.6, 115.6, 128.6, 129.6, 158.6; MS (EI) m/z 266 (M+), 250 (100%). 
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1-Hydroxymethyl-12-{4-(2,3-dihydroxyplopyloxy)phenyl}-1,12-dicarba-closo-dodecaborane 
(BA394) 
To a solution of BE120 (200 mg, 0.76 mmol) in DMF (5 mL) was added 3-chloro-1,2-propanediol (76 
L, 0.91 mmol) and K2CO3 (130 mg, 0.91 mmol). The mixture was heated at 80 ºC for 8h, and 3-chloro-
1,2-propanediol and K2CO3 were added until BE120 was disappeared on TLC. 3-Chloro-1,2-propanediol 
and K2CO3 were totally added 456 L (5.47 mmol) and 455 mg (3.19 mmol), respectively. The mixture 
was reacted for 40 h. Then quenched with water. The filtrate was extracted with AcOEt, washed with 
brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: 
n-hexane/AcOEt = 10/1 to 5/1) gave BA394 (236 mg, 0.69 mmol, 91%) as a colorless solid; Colorless 
prisms (Methanol); mp 144.0–146.0 ºC; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 
3.46 (2H, s), 3.61–3.64 (2H, m), 3.90–3.91 (2H, m), 3.90–4.01 (1H, m), 6.77 (2H, d, J = 9.3 Hz), 7.12 
(2H, d, J = 9.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD)  (ppm) 64.1, 66.2, 70.4, 71.7, 83.3, 115.0, 115.9, 
129.4, 130.0, 160.6; MS (EI) m/z 340 (M+), 266 (100%); HRMS Calcd for C12H24B10O4: 340.2678; 
Found: 340.2677; Anal. Calcd for C12H24B10O4: C, 42.35; H, 7.06; Found: C, 42.34; H, 7.11. 
 
 
1-(4-Methoxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (9) 
To a solution of 1,12-dicarba-closo-dodecaborane (1) (1.0 g , 6.9 mmol) in 1,2-dimethoxyethane (5 mL) 
was added dropwise a 2.64 M solution of n-BuLi in hexane (2.8 mL, 7.3 mmol) at 0 ºC under Ar. The 
mixture was stirred at room temperature for 30 min, and CuCl (890 mg, 9.0 mmol) was added in one 
portion. Stirring was continued at room temperature for 1 h, and pyridine (4.2 mL, 52.3 mmol) was added, 
and 4-iodoanisole (1.7 g, 7.3 mmol) was further added in one portion, and the mixture was heated at 100 
ºC for 41 h. After cooling, the reaction was quenched with 10% aqueous HCl solution. Insoluble materials 
were filtered off through Celite. The filtrate was extracted with AcOEt, washed with 10% aqueous 
Na2S2O3 solutions and brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column 
chromatography (eluent: n-hexane to n-hexane/AcOEt = 10/1) gave 9 (1.0 g, 4.0 mmol, 58%) as a 
colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 2.75 (1H, br s), 3.74 (3H, 
s), 6.78 (2H, d, J = 9.3 Hz), 7.12 (2H, d, J = 9.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  (ppm) 55.2, 59.2, 
86.4, 113.2, 128.2, 129.3, 159.5; MS (EI) m/z 250 (M+, 100%). 
 
 
1-Phenyl-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (10) 
To solution of 9 (2.38 g, 9.5 mmol) in dry CH2Cl2 (15 mL) was added dropwise a 1 M solution of BBr3 
in CH2Cl2 (11.5 mL, 11.5 mmol) at -78 ºC under Ar. The mixture was stirred at room temperature for 12 
h. The reaction was quenched with water and whole was extracted with CH2Cl2. The organic layer was 
washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column 
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chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 30/1 to 10/1) gave 10 (2.28 g, 9.65 mmol, quant) as a 
colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br, m), 2.75 (1H, br s), 6.61 (2H, 
d, J = 8.8 Hz), 7.07 (2H, d, J = 9.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  (ppm) 59.2, 86.2, 114.7, 128.4, 
129.6, 155.6; MS (EI) m/z 236 (M+, 100%). 
 
 
1-{4-(2,3-Dihydroxyplopyloxy)phenyl}-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BA396) 
To a solution of 10 (500 mg, 2.12 mmol) in DMF (10 mL) was added 3-chloro-1,2-propanediol (212 L, 
2.54 mmol) and K2CO3 (363 mg, 2.54 mmol). The mixture was heated at 80 ºC for 30 min, and 3-chloro-
1,2-propanediol and K2CO3 were added until 36 was disappeared on TLC. 3-Chloro-1,2-propanediol and 
K2CO3 ware totally added 1.97 mL (23.7 mmol) and 2.77 g (19.5 mmol), the mixture was reacted for 17 
h, then quenched with water. The filtrate was extracted with AcOEt, washed with brine, dried over 
Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 
3/1 to 1/1) gave BA396 (536 mg, 1.73 mmol, 82%) as a colorless solid; Colorless needles (n-hexane/ 
CH2Cl2); mp 81.0–83.0 ºC; 1H-NMR (400 MHz,CDCl3) (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.89 (1H, t, J = 
5.9 Hz), 2.45 (1H, d, J = 4.9 Hz), 2.76 (1H, br s), 3.71 (1H, dd, J = 5.9 Hz, 11.2 Hz), 3.78–3.84 (1H, m), 
3.97–3.98 (2H, m), 4.05–4.08 (1H, m), 6.69 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.12 (2H, d, J = 8.8 Hz); 13C-NMR (100 
MHz, CDCl3) (ppm) 59.3, 63.5, 69.1, 70.2, 86.1, 113.8, 128.3, 130.0, 158.3; MS (EI) m/z 310 (M+), 
236 (100%); HRMS Calcd for C11H22B10O3: 310.2573; Found: 340.2566; Anal. Calcd for C11H22B10NO3: 
C, 42.56; H, 7.14; Found: C, 42.66; H, 7.17. 
 
 
1-{4-(1,3-Dioxolane-2,2-dimethyl-4-methyloxy)phenyl}-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BA397) 
To solution of BA396 (1.0 g, 3.23 mmol) in acetone (10 mL) was added TsOH (80 mg, 0.46 mmol) at 
room temperature. The mixture was stirred at room temperature for 4 h. The reaction was quenched with 
saturated aqueous NaHCO3 and whole was extracted with AcOEt. The organic layer was washed with 
brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: 
n-hexane/AcOEt = 10/1 to 1/1) gave BA397 (994 mg, 2.84 mmol, 88%) as a colorless solid; Colorless 
cotton (n-hexane); mp 85.0–86.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.38 (3H, s), 1.43 (3H, s), 
1.00–3.50 (10H, br m), 2.75 (1H, br s), 3.83–3.88 (2H, m), 3.96–4.00 (2H, m), 4.39–4.45 (1H, m), 6.69 
(2H, d, J = 8.8 Hz), 7.11 (2H, d, J = 9.2 Hz); 13C-NMR (100 MHz CDCl3)  (ppm) 25.2, 26.6, 59.1, 66.6, 
68.6, 73.6, 86.1, 109.5, 113.7, 128.0, 129.6, 158.4; MS (EI) m/z 350 (M+), 101 (100%); HRMS Calcd for 
C14H26B10O3: 350.2886; Found: 350.2894; Anal. Calcd for C14H26B10NO3: C, 47.98; H, 7.48; Found: C, 
48.05; H, 7.53. 
 
 
1-Hydroxy-12-{4-(2,3-Dihydroxyplopyloxy)phenyl}-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BA395) 
To a solution of BA397 (1.0 g, 2.86 mmol) in dry ether (20 mL) was added dropwise a 2.64 M solution 
 92 
of n-BuLi in hexane (1.2 mL, 3.33 mmol) at 0 °C under Ar. It was cooled to −30 °C and trimethyl borate 
(3.6 mL, 3.33 mmol) was added in one portion. The reaction mixture was warmed to 0 °C over 1 h. A 
mixture of 10 mL of 30% H2O2 and 7 mL AcOH was added to it, and the resulting solution was stirred 
at room temperature for 11 h. Saturated aqueous NaHSO3 (28 mL) and 10% aqueous NaOH (48 mL) 
solutions were added to the reaction mixture, and the solution was stirred at room temperature for 1 h 
and extracted with ether. The organic layer was washed with water and brine, dried over MgSO4, and 
concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1 to 1/1) 
gave BA395 as a colorless solid (0.65 mg, 1.98 mmol, 69%); Colorless sheets (ether/n-hexane); mp 
200.0–201.5 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 3.58–3.67 (2H, m), 3.88–
3.93 (2H, m), 3.94–4.01 (1H, m), 6.75 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.15 (2H, d, J = 8.8 Hz); 13C-NMR (100 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 64.0, 70.3, 71.6, 72.1, 110.1, 115.0, 129.0, 130.0, 160.4; MS (EI) m/z 326 (M+), 252 
(100%); HRMS Calcd for C11H22B10O4: 326.2522; Found: 326.2525; Anal. Calcd for C11H22B10O4: C, 
40.48; H, 6.79; Found: C, 40.53; H, 6.75. 
 
 
4-(2,3-Dihydroxypropyloxy)-iodophenol (12) 
To a solution of 11 (6.67 g, 30.3 mmol) in DMF (80 mL) was added 3-chloro-1,2-propanediol (6.08 mL, 
72.7 mmol) and K2CO3 (10.1 g, 72.7 mmol). The mixture was stirred at 100 
oC for 30 min and 3-chloro-
1,2-propanediol and K2CO3 were totally added 12.1 mL (145.4 mmol) and 20.2 g (145.4 mmol) 
respectively. The mixture was reacted for 34 h, quenched with water, and extracted with AcOEt. The 
organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel 
column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 1/1) gave 12 (6.7g, 22.6 mmol, 74%) as a colorless 
solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm) 3.62–3.65 (2H, m), 3.92–3.93 (2H, m), 4.00–4.03 (1H, m), 
6.77 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.54 (2H, d, J = 8.0 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD)(ppm) 64.0, 70.4, 
71.6, 83.4, 118.0, 139.3, 160.3; MS (EI) m/z 294 (M+), 220 (100%). 
 
  
4-(1,3-Dioxolane-2,2-dimethyl-4-methoxy)-iodophenol (13) 
To solution of 12 (3 g, 10.2 mmol) in acetone (30 mL) was added a catalytic amount of TsOH (240 mg, 
1.39 mmol) at room temperature. The mixture was stirred at room temperature for 6 h. The reaction was 
quenched with saturated aqueous NaHCO3 and the whole was extracted with AcOEt. The organic layer 
was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column 
chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 1/1) give 13 (2.99 g, 8.95 mmol, 87%) as a colorless solid; 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm) 1.40 (3H, s), 1.45 (3H, s), 3.86–3.92 (2H, m), 3.99–4.00 (1H, m) 
4.14–4.17 (1H, m), 4.44–4.47 (1H, m), 6.68 (2H, d, J = 6.8 Hz), 7.54 (2H, d, J = 6.8 Hz); 13C-NMR (100 
MHz, CDCl3) (ppm) 25.3, 26.8, 66.7, 68.8, 73.8, 83.2, 109.8, 116.9, 138.2, 158.4; MS (EI) m/z 334 
(M+,100%) 
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1-[4-(1,3-Dioxolane-2,2-dimethyl-4-methoxy)phenyl]-1,7-dicarba-closo-dodecaborane (15) 
To a solution of 1,7-dicarba-closo-dodecaborane (14) (1.0 g, 6.9 mmol) in dimethoxyethane (10 mL) was 
added dropwise 2.6 M solution of n-BuLi in hexane (5.65 mL, 15.3 mmol) at 0 oC under Ar.The mixture 
was stirred at room temperature for 30 min and CuCl (1.51 g, 15.3 mmol) was added in one portion. 
Stirring was continued at room temperature for 1 h and pyridine (8.07mL, 0.10 mol) was added. 
Compound 13 (2.02 g, 6.0 4mmol) was further added in portion and the mixture was heated at 100 oC 
for 21h. After cooling, the reaction was quenched with 10% aqueous HCl solution. Insoluble materials 
were filtered off with Celite. The filtrate was extracted with AcOEt, washed with 10% Na2S2O3and brine, 
dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-
hexane/AcOEt = 10/1 to 7/1) give 15 (1.44 g, 3.05 mmol, 68%) as a colorless solid; Colorless cubes 
(CH2Cl2); mp 87–88 
oC; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.39 (3H, s), 1.45 
(3H, s), 3.05 (1H, br s) 3.85 (2H, m), 4.00 (1H, m), 4.13 (1H, m), 4.45 (1H, m), 6.76 (2H, d, J = 8.8 Hz), 
7.31 (2H, d, J = 9.2 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) (ppm) 25.3, 26.7, 55.0, 66.7, 68.8, 73.8, 78.0, 
109.8, 114.1, 127.9, 129.0, 158.7; MS (EI) m/z 350 (M+), 101 (100%); HRMS Calcd for C14H26B10O3: 
350.2885; Found: 350.2886; Anal. Calcd for C14B10H26O3: C, 47.98; H, 7.48; Found: C, 47.87; H, 7.49. 
 
 
1-{4-(2,3-Dihydroxyplopyloxy)phenyl}-1,7-dicarba-closo-dodecaboran (BA3961) 
To a solution of 15 (500 mg, 1.42 mmol) in methanol (5 mL) was added a catalytic amount of TsOH 
(26.9 mg, 0.14 mmol) at room temperature. The mixture was stirred at room temperature for 6 h, 
quenched with water, and extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, dried over 
Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 
1/1) give BA3961 (472 mg, 1.35 mmol, 95%); Anamorphous; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3), (ppm) 
1.00–3.50 (10H, br m), 1.92 (1H, t, J = 4.8 Hz), 2.51 (1H, d, J = 4.8 Hz), 3.71–3.76 (1H, m), 3.81–3.84 
(1H, m), 4.01 (1H, d, J = 2.4 Hz), 4.03 (1H, s), 4.07–4.15 (1H, m), 6.77 (2H, d, J = 6.6 Hz), 7.33 (2H, d, 
J= 7.2 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD) (ppm) 56.9, 64.0, 70.4, 71.6, 79.7, 115.3, 128.8, 130.0, 
160.7; MS (EI) m/z 310 (M+), 236 (100%); HRMS Calcd for C11H22B10O3: 310.2572; Found: 310.2572; 
Anal. Calcd for C11H22B10O3; C, 42.56; H, 7.24; Found: C, 42.56; H, 7.24. 
 
 
1-[4-(1,3-Dioxolane-2,2-dimethyl-4-methoxy)phenyl]-1,2-dicarba-closo-dodecaborane (17) 
To a solution of 1,2-dicarba-closo-dodecaborane (16) (1.0 g, 6.9 mmol) in dimethoxyethane (10 mL) was 
added dropwise 2.6 M solution of n-BuLi in hexane (5.65 mL, 15.3 mmol) at 0 oC under Ar.The mixture 
was stirred at room temperature for 30 min and CuCl (1.51 g, 15.3 mmol) was added in one portion. 
Stirring was continued at room temperature for 1 h and pyridine (8.07 mL, 0.10 mol) was added. 
Compound 13 (2.78 g, 8.33 mmol) was further added in portion and the mixture was heated at 80 oC for 
14 h. After cooling, the reaction was quenched with 10% aqueous HCl solution. Insoluble materials were 
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filtered off with Celite. The filtrate was extracted with AcOEt, washed with 10% Na2S2O3and brine, dried 
over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-
hexane/AcOEt = 10/1 to 7/1) give 17 (1.06 g, 3.05 mmol, 44%) as a colorless solid; Colorless cubes 
(CH2Cl2); mp 107.0 
oC; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.39 (3H, s), 1.45 
(3H, s), 3.55 (1H, br s), 3.86–3.92 (2H, m), 3.99–4.03 (1H, m), 4.14–4.18 (1H, m), 4.45–4.48 (1H, m), 
6.69 (2H, d, J= 9.2 Hz), 7.54 (2H, d, J = 9.2 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) (ppm) 25.2, 26.7, 60.8, 
66.5, 68.9, 73.7, 76.6, 109.8, 114.5, 125.9, 129.2, 159.6; MS (EI) m/z 350 (M+), 101 (100%); HRMS 
Calcd for C14H26B10O3: 350.2885; Found: 350.2878; Anal. Calcd for C14B10H26O3: C, 47.98; H, 7.48; 
Found: C, 48.05; H, 7.53. 
 
 
1-{4-(2,3-Dihydroxyplopyloxy)phenyl}-1,2-dicarba-closo-dodecaboran (BA3962) 
To a solution of 17 (500 mg, 1.42 mmol) in methanol (5 mL) was added a catalytic amount of TsOH 
(26.9 mg, 0.14 mmol) at room temperature. The mixture was stirred at room temperature for 5.5 h, 
quenched with water, and extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, dried over 
Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 
1/1) give BA3962 (323.5 mg, 1.04 mmol, 74%) as colorless oil; Amorphous; 1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3) ppm) 1.00–3.50 (10 H, br m), 1.93 (1H, br s), 2.51 (1H, br s), 3.72–3.77 (1H, m), 3.83–3.86 
(1H, m), 3.87 (1H, br s), 4.03 (1H, d, J = 2.4 Hz), 4.05 (1H, s), 4.10–4.15 (1H, m), 6.84 (2H, d, J = 8.8 
Hz), 7.42 (2H, d, J = 8.8 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  (ppm), 62.3, 64.0, 70.3, 71.4, 78.2, 116.0, 
127.0, 130.0, 161.2; MS (EI) m/z 310 (M+), 236 (100%); HRMS Calcd for C11H22B10O3: 310.2572; 
Found: 310.2572; Anal. Calcd for C11H22B10O3: C, 42.56; H, 7.14; Found: C, 42.91; H, 7.26. 
 
 
9-Iodo-1,7-dicarba-closo-dodecaborane (18) 
Iodine monochloride (2.4 mL, 45.8 mmol) was added to a solution of 1,7-dicarba-closo-dodecaborane 
(14) (6.6g, 45.8 mmol) in CH2Cl2 (130 mL) at 0 
oC. The mixture was stirred at room temperature for 21 
h. The reaction was quenched with 10% Na2S2O3 solution, extracted with AcOEt, washed with brine, 
dried over MgSO4, and gave 18 (10.4 g, 38.6 mmol, 84%) as a colorless solid; 
1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3) (ppm) 1.00–3.50 (10H, br, m), 3.38 (2H, br s); MS (EI) m/z 270 (M+), 143( 100%). 
 
 
9-Iodo-1,2-dicarba-closo-dodecaborane (19) 
Iodine monochloride (1.72 mL, 34.68 mmol) was added to a solution of 16 (2.0 g, 13.9 mmol) in CH2Cl2 
(20 mL) at 0 oC. The mixture was stirred at room temperature for 25 min. The reaction was quenched 
with 10% Na2S2O3 solution, extracted with AcOEt, washed with brine, dried over MgSO4, and 
concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 3/1) give 19 
(3.49 g, 12.9 mmol, 93%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm) 1.51–3.37 (10H, m), 
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3.66 (1H, br s), 3.86 (1H, br s); MS (EI) m/z 270 (M+, 100%). 
 
 
7-(4-Methoxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (21) 
To the mixture of 7-iodo-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (20) (500 mg, 1.85 mmol), cupper (I) iodide 
(72 mg, 0.38 mmol), and bis(triphenylphosphine)palladium(II)dichloride (263 mg, 0.38 mmol) in THF 
(5 mL) was added 1M of 4-methoxyphenyl magnesium bromide in dry THF (9.4 mL, 9.4 mmol) dropwise 
at 0 oC and the mixture was reflux for 4 h under Ar. After cooling, the mixture was quenched with 10% 
aqueous HCl solution. Insoluble materials were filtered off with Celite. The filtrate was extracted with 
CH2Cl2, washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column 
chromatography (eluent: n-hexane/CH2Cl2 = 5/1) afford 21 (0.365 g, 1.12 mmol, 60%) as a colorless 
solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm) 1.00–3.50 (9H, br m), 2.90 (1H, br s), 3.03 (1H, br s), 3.81 
(3H, s), 6.86 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.47 (2H, d, J = 8.8 Hz). 
 
 
7-(4-Hydroxyphenyl)-1,12-dicalba-closo-dodecaborane (22) 
To solution of 21 (370 mg, 1.57 mmol) in dry CH2Cl2 (3.5 mL) was added dropwise1 M solution of 
BBr3in CH2Cl2 (1.9 mL, 1.9 mmol) at -78 
oC under Ar. The mixture was stirred at room temperature for 
4 h, quenched with water, and extracted with CH2Cl2. The organic layer was washed with brine, dried 
over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-
hexane/AcOEt = 10/1 to 1/1) give 22 (346 mg, 1.57 mmol, quant) as a colorless solid; 1H-NMR (400 
MHz, CDCl3) (ppm) 1.00–3.50 (9H, br m), 2.90 (1H, m), 3.02 (1H, br s), 4.82 (1H, br, s), 6.78 (2H, d, 
J = 8.8 Hz), 7.43 (2H, d, J = 8.3 Hz). 
 
 
7-{4-(2,3-Dihydroxypropyloxy)phenyl}-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BA3963) 
To a solution of 22 (346 mg, 1.57 mmol) in Ethanol (3 mL) was added glycidol (0.5 mL, 7.53 mmol) and 
trietylamine (0.2 mL, 1.60 mmol). The mixture was stirred at 50 ºC for 20 h and quenched with water. 
The filtrate was extracted with ether, and washed with brine, dried over Na2SO4, then concentrated. 
Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1 to 1/1) gave BA3963 
(314 mg, 1.01 mmol, 65%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.0–3.5 (10H, br 
m), 2.02 (1H, t, J = 5.4 Hz), 2.59 (1H, d, J = 4.9 Hz), 2.90 (1H, br, s), 3.03 (1H, br, s), 3.72–3.78 (1H, 
m), 3.80–3.86 (1H, m), 4.04–4.06 (2H, m), 4.08–4.15 (1H, m), 6.86 (2H, d, J = 7.8 Hz), 7.47 (2H, d, J = 
8.3 Hz); MS (EI) m/z 310 (M+), 236 (100%); HRMS calcd for C11H22B10O3: 310.2573; Found: 310.2571; 
Anal. Calcd for C11H22B10O3: C, 42.56; H, 7.14; Found: C, 42.50; H, 7.14. 
 
 
9-(4-Methoxyphenyl)-1,7-dicarba-closo-dodecaborane (23) 
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To the mixture of 18 (1.0 g, 3.7 mmol), bis (triphenylphosphine)palladium (II) dichloride (525 mg, 0.75 
mmol), and cupper (I) iodide (143 mg, 0.75 mmol) in THF (10 mL) was added 1M of 4-methoxyphenyl 
magnesium bromide in dry THF (18.7 mL, 18.7 mmol) dropwise at 0 oC and the mixture was reflux for 
2 h under Ar. After cooling, the mixture was quenched with 10% aqueous HCl solution. Insoluble 
materials were filtered off with Celite. The filtrate was extracted with CH2Cl2, washed with brine, dried 
over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-
hexane/CH2Cl2 = 5/1) afford 23 (0.73 g, 2.92 mmol, 78%) as a colorless solid; 
1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (9H, br m), 3.00 (2H, br s), 3.80 (3H, s), 6.82 (2H, d, J = 8.3 Hz), 7.43 (2H, 
d, J = 8.3 Hz). 
 
 
9-(4-Hydroxyphenyl)-1,7-dicarba-closo-dodecaborane (24) 
To solution of 23 (500 mg, 2.0 mmol) in dry CH2Cl2 (5.0 mL) was added dropwise1 M solution of BBr3 
in CH2Cl2 (2.4 mL, 2.4 mmol) at -78 
oC under Ar. The mixture was stirred at room temperature for 2 h, 
quenched with water, and extracted with CH2Cl2. The organic layer was washed with brine, dried over 
Na2SO4, and gave 24 (467 mg, 1.98 mmol, 99 %) as a colorless solid; 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  
(ppm) 1.00–3.50 (9H, br m), 2.99 (2H, br, s), 4.65 (1H, br s), 6.74 (2H, d, J = 8.3 Hz), 7.38 (2H, d, J = 
8.3 Hz). 
 
 
9-{4-(2,3-Dihydroxypropyloxy)phenyl}-1,7-dicarba-closo-dodecaborane (BA3964) 
To a solution of 27 (200 mg, 0.85 mmol) in Ethanol (2 mL) was added glycidol (0.27 mL, 4.01 mmol) 
and trietylamine (0.14 mL, 1.00 mmol). The mixture was stirred at 50 ºC for 11 h and quenched with 
water. The organic layer was extracted with ether, and washed with brine, dried over Na2SO4, then 
concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1 to 1/1) 
gave BA3964 (146 mg, 0.47 mmol, 55%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.00–
3.50 (9H, br m), 2.00 (1H, t, J = 8.8 Hz), 2.58 (1H, d, J = 6.5 Hz), 3.67–3.88 (2H, m), 4.03–4.14 (3H, 
m), 6.84 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.44 (2H, d, J = 8.4 Hz); MS (EI) m/z 310 (M+), 236 (100%); HRMS calcd 
for C11H22B10O3: 310.2573; Found: 310.2570; Anal. Calcd for C11H22B10O3: C, 42.56; H, 7.14; Found: 
C, 42.50; H, 7.14. 
 
 
9-(4-Methoxyphenyl)-1,2-dicarba-closo-dodecaborane (25) 
To the mixture of 19 (1.0 g, 3.7 mmol), bis (triphenylphosphine) palladium (I) dichloride (51.9 mg, 0.07 
mmol) and cupper (Iiodide (14.1 mg, 0.07 mmol) in THF (10 mL) was added 1M of 4-methoxyphenyl 
magnesium bromide in dry THF (14.8 mL, 14.8 mmol) dropwise at 0 oC and the mixture was reflux for 
3 h under Ar. After cooling, the mixture was quenched with 10% aqueous HCl solution. Insoluble 
materials were filtered off with Celite. The filtrate was extracted with diethylether, washed with brine, 
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dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-
hexane/AcOEt = 10/1) afford 25 (0.765 g, 3.06 mmol, 83%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3) (ppm) 1.40–3.20 (9H, br m), 3.50 (1H, br s), 3.61 (1H, br s), 3.77 (3H, s), 6.79 (2H,d, J = 8.6 
Hz), 7.30 (2H, d, J = 6.4 Hz); MS (EI) m/z 250 (M+, 100%) 
 
 
9-(4-Phenyl)-1,2-dicarba-closo-dodecaborane (26) 
To solution of 25 (665 mg, 2.65 mmol) in dry CH2Cl2 (8 mL) was added dropwise 1 M solution of BBr3 
in CH2Cl2 (2.65 mL, 2.65 mmol) at -78 
oC under Ar. The mixture was stirred at room temperature for 15 
h, quenched with water, and extracted with CH2Cl2. The organic layer was washed with brine, dried over 
Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 
3/1) give 26 (0.56 g, 2.36 mmol, 89%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm) 1.40–
3.50 (9H, br m), 3.48 (1H, m), 3.61 (1H, br s), 6.71 (2H, d, J = 8.0 Hz), 7.45 (2H, d, J = 8.0 Hz); MS 
(EI) m/z 236 (M+, 100%) 
 
 
7-{4-(2,3-Dihydroxypropyloxy)phenyl}-1,2-dicarba-closo-dodecaborane (BA3965) 
To a solution of 29 (50 mg, 0.21 mmol) in Ethanol (0.5 mL) was added glycidol (0.27 mL, 3.28 mmol) 
and trietylamine (40 L, 0.68 mmol). The mixture was stirred at 50 ºC for 18 h and quenched with water. 
The organic layer was extracted with ether, and washed with brine, dried over Na2SO4, then concentrated. 
Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1 to 1/1) gave BA3965 
(15 mg, 0.05 mmol, 23%) as a colorless solid; mp 100.0–102.0 oC; 1H-NMR (270 MHz, CD3OD)  (ppm) 
1.00–3.50 (9H, br m), 3.59–3.69 (2H, m), 3.89–3.96 (2H, m), 3.97–4.00 (1H, m), 4.29 (1H, br, s), 6.77 
(2H, d, J = 8.8 Hz), 7.19 (2H, d, J = 8.8 Hz). MS (EI) m/z 310 (M+), 236 (100%); HRMS calcd for 
C11H22B10O3: 310.2573; Found: 310.2562; Anal. Calcd for C11H22B10O3: C, 42.56; H, 7.14; Found: C, 
42.49; H, 7.11. 
 
 
1-Methyl-12-{4-(1,3-dioxolane-2,2-dimethyl-4-methyloxy)phenyl}-1,12-dicarba-closo-
dodecaborane (27) 
To a solution of BA397 (320 mg, 0.91 mmol) in dry ether (3.5 mL) was added dropwise a 2.64 M solution 
of n-BuLi in hexane (0.4 mL, 1.11 mmol) at 0 oC under Ar. The mixture was stirred at room temperature 
for 1h. The mixture was cooled to 0 ºC, and methyl iodide (0.3 mL, 4.78 mmol) was added. The reaction 
mixture was stirred at room temperature for 6 h, and quenched with 10% aqueous HCl solution. The 
organic layer was extracted with AcOEt, washed with 10% aqueous Na2S2O3 solutions and brine, dried 
over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-
hexane/AcOEt = 50/1) gave 27 (192 mg, 0.53 mmol, 58%) as colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m) 1.38 (3H, s), 1.43 (3H, s), 1.44 (3H, s), 3.82–3.86 (2H, m), 3.95–
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3.96 (1H, m), 4.10–4.14 (1H, m), 4.38–4.45 (1H, m), 6.68 (2H, d, J = 9.3 Hz), 7.08 (2H, d, J = 8.8 Hz); 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3) (ppm) 25.3, 25.6, 26.7, 66.8, 68.8, 73.8, 75.2, 79.0, 109.8, 113.8, 128.4, 
129.1, 158.5; MS (EI) m/z 364 (M+), 101 (100%). 
 
 
1- Methyl -12-{4-(2,3-dihydroxyplopyloxy)phenyl}-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BA399) 
To a solution of 27 (190 mg, 0.52 mmol) in methanol (2.0 mL) was added p-toluene sulfuric acid (10.0 
mg, 0.06 mmol). The mixture was stirred at room temperature for 15 h. The reaction was quenched with 
10% aqueous HCl solution. The organic layer was extracted with AcOEt, washed with brine, dried over 
Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 
10/1 to 1/1) gave BA399 (156 mg, 0.48 mmol, 93%) as colorless oil; 1H-NMR (270 MHz, CDCl3)  
(ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.45 (3H, s), 3.66–3.77 (1H, m), 3.77–3.87 (1H, m), 3.96–3.99 (2H, m), 
4.01–4.11 (1H, m), 6.68 (2H, d, J = 9.1 Hz), 7.10 (2H, d, J = 9.1 Hz); MS (EI) m/z 324 (M+), 250 (100%); 
HRMS calcd for C12H24B10O3: 324.2729; Found: 324.2723. 
 
 
1-Methyl-7-{4-(1,3-dioxolane-2,2-dimethyl-4-methyloxy)phenyl}-1,7-dicarba-closo-dodecaborane 
(28) 
To a solution of 15 (280 mg, 0.80 mmol) in dry ether (3.0 mL) was added dropwise a 2.64 M solution of 
n-BuLi in hexane (0.8 mL, 1.92 mmol) at 0 oC under Ar. The mixture was stirred at room temperature 
for 1h. The mixture was cooled to 0 ºC, and methyl iodide (0.1 mL, 1.92 mmol) was added. The reaction 
mixture was stirred at room temperature for 17 h, and quenched with 10% aqueous HCl solution. The 
organic layer was extracted with AcOEt, washed with 10% aqueous Na2S2O3 solutions and brine, dried 
over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-
hexane/AcOEt = 50/1) gave 28 (213 mg, 0.59 mmol, 73%) as colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m) 1.39 (3H, s), 1.45 (3H, s), 1.77 (3H, s), 3.85–3.92 (2H, m), 4.00–
4.03 (1H, m), 4.14–4.17 (1H, m), 4.42–4.48 (1H, m), 6.77 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.32 (2H, d, J = 9.3 Hz); 
13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  (ppm) 24.7, 25.3, 26.8, 66.8, 68.8, 70.6, 73.4, 109.8, 114.1, 128.1, 129.0, 
158.8; MS (EI) m/z 364 (M+), 101 (100%). 
 
 
1- Methyl -7-{4-(2,3-dihydroxyplopyloxy)phenyl}-1,7-dicarba-closo-dodecaborane (BA3991) 
To a solution of 28 (189 mg, 0.52 mmol) in methanol (2.0 mL) was added p-toluene sulfuric acid (10 mg, 
0.06 mmol). The mixture was stirred at room temperature for 1h. The reaction was quenched with 10% 
aqueous HCl solution. The organic layer was extracted with AcOEt, washed with brine, dried over 
Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 
1/1) gave BA3991 (178 mg, 0.55 mmol, quant.) as colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CD3OD)  (ppm) 
1.00–3.50 (10H, br m), 1.76 (3H, s), 3.60–3.68 (2H, m), 3.91–3.97 (2H, m), 4.00–4.05 (1H, m), 6.83 (2H, 
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d, J = 9.3 Hz), 7.34 (2H, d, J = 9.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD)  (ppm) 25.1, 64.0, 70.4, 71.6, 
72.1, 80.2, 115.3, 128.8, 130.0, 160.7; MS (EI) m/z 324 (M+), 250 (100%); HRMS calcd for C12H24B10O3: 
324.2729; Found: 324.2731; Anal. Calcd for C, 44.43; H, 7.46; Found: C, 44.25, H, 7.52. 
 
 
1-Methyl-2-{4-(1,3-dioxolane-2,2-dimethyl-4-methyloxy)phenyl}-1,2-dicarba-closo-dodecaborane 
(29) 
To a solution of 17 (540 mg, 1.54 mmol) in dry ether (5.0 mL) was added dropwise a 2.64 M solution of 
n-BuLi in hexane (0.7 mL, 1.80 mmol) at 0 oC under Ar. The mixture was stirred at room temperature 
for 1h. The mixture was cooled to 0 ºC, and methyl iodide (0.1 mL, 1.80 mmol) was added. The reaction 
mixture was stirred at room temperature for 19 h, and quenched with 10% aqueous HCl solution. The 
organic layer was extracted with AcOEt, washed with 10% aqueous Na2S2O3 solutions and brine, dried 
over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-
hexane/AcOEt = 50/1) gave 29 (301 mg, 0.83 mmol, 54%) as colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m) 1.40 (3H, s), 1.46 (3H, s), 1.68 (3H, s), 3.88–3.91 (1H, m), 3.94–
3.98 (1H, m), 4.04–4.08 (1H, m), 4.15–4.19 (1H, m), 4.45–4.51 (1H, m), 6.89 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.55 
(2H, d, J = 8.8 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  (ppm) 23.0, 25.3, 26.7, 66.6, 68.9, 73.7, 77.4, 82.3, 
109.9, 114.6, 123.5, 132.5, 160.2; MS (EI) m/z 364 (M+), 101 (100%). 
 
 
1- Methyl-2-{4-(2,3-dihydroxyplopyloxy)phenyl}-1,2-dicarba-closo-dodecaborane (BA3992) 
To a solution of 29 (300 mg, 0.83 mmol) in methanol (3.0 mL) was added p-toluene sulfuric acid (10 mg, 
0.06 mmol). The mixture was stirred at room temperature for 4h. The reaction was quenched with 10% 
aqueous HCl solution. The organic layer was extracted with AcOEt, washed with brine, dried over 
Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 
1/1) gave BA3992 (239 mg, 0.74 mmol, 89%) as colorless oil; 1H-NMR (400MHz, CDCl3)  (ppm) 
1.00–3.50 (10H, br m), 1.70 (3H, s), 3.64–3.66 (2H, m), 3.95–4.02 (2H, m), 4.08–4.11 (1H, m), 6.99 (2H, 
d, J = 8.8 Hz), 7.61 (2H, d, J = 9.3 Hz); 13C-NMR (67MHz, CD3OD)  (ppm) 23.4, 64.0, 70.6, 71.6, 79.2, 
84.2, 115.8, 124.2, 133.8, 162.3; MS (EI) m/z 324 (M+), 250 (100%); HRMS calcd for C12H24B10O3: 
324.2729; Found: 3242723; Anal. Calcd for C, 44.43; H, 7.46; Found: C, 44.35, H, 7.61. 
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1-Hydroxymethyl-12-(3-methoxyphenyl) -1,2-dicarba-closo-dodecaboran (BT122) 
A 2.64 M solution of n-BuLi in hexane (0.4 mL, 1.0 mmol) was added dropwise to a solution of 3 (200 
mg, 0.69 mmol) in dimethoxyethane (2 mL) at 0 oC under Ar. The mixture was stirred at room 
temperature for 30 min, before CuCl (109 mg, 1.11 mmol) was added in one portion. Stirring was 
continued at room temperature for 1 h, before pyridine (0.53 mL, 6.4 mmol) and 3-iodoanisole (234 mg, 
1.00 mmol) were added in one portion. Subsequently, the mixture was heated to 100 oC for 45 h. After 
cooling, the reaction was quenched with 10% aq. HCl, before the insoluble materials were removed by 
filtration through Celite. The filtrate was extracted with AcOEt, and the organic fractions were washed 
with 10% aq. Na2S2O3 and brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by column 
chromatography on silica gel (eluent: n-hexane) afforded a mixture of 31 and unreacted 3-iodoanisole. 
A 1 M solution of TBAF in THF (0.79 mL, 0.79 mmol) was added to the mixture in 2 mL of dry THF, 
before the reaction mixture was stirred for 4 h at room temperature. The reaction was quenched with 
water and the reaction mixture was extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, 
dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-
hexane to n-hexane/ AcOEt =10/1) afforded BT122 as a colorless solid in 67% yields over two steps; 
Colorless needles (ether/n-hexane); mp 98.0–99.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm) 1.00–3.50 
(10H, br m), 1.61 (1H, t, J = 7.3 Hz), 3.55 (2H, d, J = 7.3 Hz), 3.75 (3H, s), 6.75–6.80 (3H, m), 7.08 (1H, 
t, J = 7.8 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  (ppm) 55.2, 66.0, 81.4, 82.3, 113.4, 113.7, 119.6, 129.0, 
137.5, 159.1; MS (EI) m/z 280 (M+, 100%); HRMS Calcd for C10H20B10O2: 280.2467; Found: 280.2457; 
Anal. Calcd for C10H20B10O2: C, 42.84; H, 7.19; Found: C, 42.84; H, 7.12. 
 
 
1-Hydroxymethyl-12-(4-methoxyphenyl) -1,2-dicarba-closo-dodecaboran (BT123) 
The title compound was prepared by the same method as described for the synthesis of BT122. 53% 
yield over two steps; colorless prisms (ether/n-hexane); mp 149.0–150.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 3.54 (2H, d, J = 7.0 Hz). 3.74 (3H, s), 6.68 (2H, d, J = 8.8 Hz), 7.11 (2H, 
d, J = 8.8 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  (ppm) 55.2, 66.0, 80.8, 82.3, 113.3, 128.3, 128.6, 159.6; 
MS (EI) m/z 288 (M+, 100%); HRMS Calcd for C10H20B10O2: 280.2467; Found: 280.2464; Anal. Calcd 
for C10H20B10O2: C, 42.84; H, 7.19; Found: C, 42.71; H, 7.11. 
 
 
1-Hydroxymethyl-12-(2-methoxyphenyl) -1,2-dicarba-closo-dodecaboran (BT121) 
The title compound was prepared by the same method as described for the synthesis of BT122. 40% 
yield over two steps; compound was colorless needles (ether/n-hexane); mp 126.0–127.0 °C; 1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 3.55 (2H, s), 3.74 (3H, s), 6.76–6.80 (2H, m), 7.19 
(1H, dt, J = 1.5 Hz, 7.8 Hz), 7.33 (1H, dd, J = 1.5 Hz, 7.8 Hz); 13C-NMR (68 MHz, CDCl3)  (ppm) 55.2, 
66.0, 80.1, 83.4, 112.6, 120.3, 123.5, 129.9, 131.1, 156.7; MS (EI) m/z 280 (M+, 100%); HRMS Calcd 
for C10H20B10O2: 280.2467; Found: 280.2460; Anal. Calcd for C10H20B10O2: C, 42.84; H, 7.19; Found: 
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C, 42.61; H, 7.11. 
 
 
1-Hydroxymethyl-12-(2,4-dimethoxyphenyl) -1,2-dicarba-closo-dodecaboran (BT120) 
The title compound was prepared by the same method as described for the synthesis of BT122. 53% 
yield over two steps; compound was colorless prisms (ether/n-hexane); mp 152.0–154.0 °C; 1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.53 (1H, t, J = 7.3 Hz), 3.54 (2H, d, J = 7.3 Hz), 
3.72 (3H, s), 3.74 (3H, s), 6.29 (1H, d, J = 2.4 Hz), 6.31 (1H, dd, J = 2.4 Hz, 8.8 Hz), 7.23 (1H, d, J = 
2.4 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) (ppm) 55.1, 55.3, 65.9, 80.1, 82.8, 99.3, 104.4, 116.5, 131.9, 
157.6, 160.7; MS (EI) m/z 310 (M+, 100%); HRMS Calcd for C11H22B10O3: 310.2573; Found: 310.2578; 
Anal. Calcd for C11H22B10O3: C, 42.56; H, 7.14; Found: C, 42.43; H, 7.13. 
 
 
1-Hydroxymethyl-12-(2,6-dimethoxyphenyl) -1,2-dicarba-closo-dodecaboran (BT124) 
The title compound was prepared by the same method as described for the synthesis of BT122. 41% 
yield over two steps; colorless needles (ether/n-hexane); mp 127.0–128.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 3.55 (2H, d, J = 7.3 Hz), 3.72 (6H, s), 6.45 (2H, d, J = 8.3 Hz), 
7.12 (1H, t, J = 8.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD)  (ppm) 55.7, 66.2, 78.2, 88.1, 107.1, 113.9, 
130.9, 159.9; MS (EI) m/z 310 (M+, 100%); HRMS Calcd for C11H22B10O3: 310.2573; Found: 310.2558. 
 
 
1-Hydroxymethyl-12-(2,3,4-trimethoxyphenyl)-1,2-dicarba-closo-dodecaboran (BT125)  
The title compound was prepared by the same method as described for the synthesis of BT122. 57% 
yield over two steps; colorless sheets (CH2Cl2 /n-hexane); mp 122.0–123.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 3.52 (2H, s), 1.58 (1H, t, J = 7.3 Hz), 3.55 (2H, d, J = 7.3 Hz), 
3.77 (3H, s), 3.80 (6H, s), 6.47 (2H,d, J = 9.3 Hz), 7.00 (2H,d, J = 9.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) 
(ppm) 55.8, 60.5, 66.0, 80.2, 82.9, 106.1, 121.5, 125.7, 142.2, 152.2, 153.8; MS (EI) m/z 340 (M+, 
100%); HRMS Calcd for C12H24B10O4: 340.2678; Found: 340.2668; Anal. Calcd for C12H24B10O4: C, 
42.34; H, 7.11; Found: C, 42.09; H, 7.01. 
 
 
1-Hydroxymethyl-12-(3,4,5-trimethoxyphenyl) -1,2-dicarba-closo-dodecaboran (BT109) 
The title compound was prepared by the same method as described for the synthesis of BT122. 91% 
yield over two steps; colorless prisms (ether/n-hexane); mp 149.0–150.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) 
 (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 3.52 (2H, s), 3.77 (3H,s), 3.80 (6H, s), 6.42 (2H, s); 13C-NMR (100 MHz, 
CDCl3)  (ppm) 55.9, 60.7, 65.6, 81.2, 82.4, 104.8, 131.6, 137.9, 152.2; MS (EI) m/z 340 (M+, 100%); 
HRMS Calcd for C12H24B10O4: 340.2678; Found: 340.2683; Anal. Calcd for C12H24B10O4: C, 42.34; H, 
7.11; Found: C, 42.24; H, 7.04. 
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4-Hydroxy-3-methoxyiodobenzene (33) 
Iodine (8.16 g, 32.2 mmol) was added portion wise to a solution of guaiacol (32) (3.3 g, 26.8 mmol) and 
sodium hydroxide (2.01 g) in methanol (60 mL) at 0 ºC. The mixture was stirred at same temperature for 
2 h before being acidified with 10% hydrochloric acid solution to pH 2. The solvent was removed at 
reduced pressure and the residue was dissolved in diethyl ether. The aqueous phase was extracted with 
diethyl ether. The organic phase was washed with 10% sodium thiosulphate solution and brine, dried 
over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-
hexane/AcOEt = 10/1) gave 33 (4.29 g, 17.2 mmol, 64%) as brown oil; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  
(ppm) 3.87 (3H, s), 5.58 (1H, s), 6.70 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.11 (1H, d, J = 2.0 Hz), 7.17 (2H, dd, J = 2.0 
Hz, 8.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  (ppm) 56.0, 80.9, 116.4, 119.6, 130.2, 145.4, 147.2; MS 
(EI) m/z 250 (M+, 100%) 
 
 
4-tert-Butyldimethylsiloxy-3-methoxyiodobenzene (34) 
To a solution of 33 (1.0 g, 4.0 mmol) and tert-butyldimethylsilylchloride (724 mg, 4.8 mmol) in CH2Cl2 
(3 mL) was added dropwise a triethylamine (674 L, 4.8 mmol) at 0 ºC under Ar atmosphere. The mixture 
was stirred at room temperature for 2.5 h. The reaction was quenched with water and the whole was 
extracted with CH2Cl2. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. 
Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1) gave 34 (0.85 g, 2.33 
mmol, 58%) as colorless oil; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 0.14 (6H, s), 0.98 (9H, s), 6.58 (1H, 
d, J = 7.8 Hz), 7.10–7.13 (2H, br m); MS (EI) m/z 364 (M+), 292 (100%). 
 
 
1-(4-tert-Butyldimethylsiloxy-3-methoxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (35) 
A solution of n-BuLi in hexane (1.47 mL, 2.64 M, 3.63 mmol) was added dropwise at 0 ºC under an Ar 
atmosphere to a solution of 1,12-dicarba-closo-dodecaborane (1) (418 mg, 3.0 mmol) in 
dimethoxyethane (6 mL). The mixture was stirred at room temperature for 30 min, before CuCl (400 mg, 
4.0 mmol) was added in one portion. Stirring was continued at room temperature for 1 h, before pyridine 
(2.0 mL, 24 mmol) and 34 (1.32 g, 3.6 mmol) were added in one portion. Thereafter, the mixture was 
heated to 100 ºC for 49 h. After cooling, the reaction was quenched with 10% aqueous HCl solution. The 
reaction mixture was filtered through a pad of Celite, and the filtrate was extracted with AcOEt. The 
organic phase was washed with 10% aqueous Na2S2O3 and brine, dried over Na2SO4, filtered, and 
concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane) afforded 35 (1.1 g, 
2.9 mmol, 56%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm) 0.11 (6H, s), 0.95 (9H, s), 
1.00–3.50 (10H, br m), 2.75 (1H, br s), 3.74 (3H, s), 6.58–6.67 (3H, m); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) 
(ppm) -4.6, 18.4, 25.6, 55.4, 59.1, 86.7, 111.4, 119.6, 119.9, 130.2, 145.3, 149.9; MS (EI) m/z 380 (M+), 
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323 (100%). 
 
 
1-Hydroxymethyl-12-(4-tert-butyldimethylsiloxy-3-methoxyphenyl)-1,12-dicarba-closo 
-dodecaborane (36) 
A solution of n-BuLi in hexane (0.6 mL, 2.64 M, 1.58 mmol) was added dropwise to a solution of 35 
(500 mg, 1.3 mmol) in dry ether (2 mL) at 0 oC under Ar. The mixture was stirred at room temperature 
for 1 h, before the mixture was cooled to 0 ºC, and paraformaldehyde (110 mg, 2.6 mmol) was added. 
Then, stirring was continued at room temperature for 15 h, before water was added to quench to reaction. 
The reaction mixture was extracted with AcOEt, and the organic layer was washed with brine, dried over 
Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-
hexane/AcOEt = 20/1 to 1/1) furnished 36 (407 mg, 1.0 mmol, 75%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 
MHz, CDCl3) (ppm) 0.11 (6H, s), 0.95 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 3.54 (2H, d, J = 7.8 Hz), 3.74 
(3H, s), 6.58‒6.67 (3H, m); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) (ppm) -4.6, 18.3, 25.6, 55.5, 65.9, 80.7, 82.7, 
111.6, 119.8, 119.9, 129.6, 145.4, 149.9; MS (EI) m/z 410 (M+), 353 (100%). 
 
 
1-Hydroxymethyl-12-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BT100) 
A solution of TBAF in THF (0.62 mL, 1 M, 0.62 mmol) was added to a solution of 36 (207 mg, 0.5 
mmol) in 5 mL of dry THF, before the reaction mixture was stirred at room temperature for 12 h. The 
reaction was quenched with water, and the mixture was extracted with AcOEt. The organic layer was 
washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography 
on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1 to 1/1) afforded BT100 as a colorless solid (148 mg, 0.5 
mmol, 99%). Colorless sheets (ether/n-hexane); mp 142.0–143.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) 
(ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.66 (1H, d, J = 7.3 Hz), 3.55 (2H, d, J = 7.3 Hz), 3.84 (3H, s), 5.56 (1H, 
s), 6.68–6.73 (3H, m); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) (ppm) 55.9, 65.9, 80.7, 82.7, 109.9, 113.7, 120.4, 
128.3, 145.7, 145.8; MS (EI) m/z 296 (M+, 100%); HRMS Calcd for C10H20B10O3: 296.2416, Found: 
296.2414; Anal. Calcd for C10H20B10O3: C, 40.53; H, 6.80, Found: C, 40.57; H, 6.67. 
 
 
1-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BT102) 
A solution of TBAF in THF (0.39 mL, 1 M, 0.39 mmol) was added to a solution of 35 (100 mg, 0.26 
mmol) in 3 mL of dry THF, and the reaction mixture was stirred at room temperature for 20 min. The 
reaction mixture was quenched with water and extracted with AcOEt. The organic layer was washed with 
brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography on silica gel 
(eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1) furnished BT102 as a colorless solid (65 mg, 0.24 mmol, 94%); 
Colorless sheets (ether/n-hexane); mp 151.0–153.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 
(10H, br m), 2.75 (1H, br s), 3.84 (3H, s), 5.55 (1H, s) 6.67–6.73 (3H, m); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) 
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 (ppm) 55.9, 59.1, 86.6, 109.8, 113.6, 120.2, 129.0, 145.6, 145.8; MS (EI) m/z 266 (M+, 100%); HRMS 
Calcd for C9H18B10O2: 266.2310, Found: 266.2311; Anal. Calcd for C9H18B10O2: C, 40.58; H, 6.81; 
Found: C, 40.51; H, 6.68. 
 
 
1-(3-Methoxy-4-sulfamoyloxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BT111) 
BT102 (150 mg, 0.56 mmol) was added to a solution of sulfanoyl chloride (260 mg, 2.26 mmol) in N,N-
dimethyl acetamide (2 mL). The mixture was stirred at room temperature for 15 h, and then diluted with 
AcOEt. The organic layer was washed with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. 
Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 1/1) furnished BT111 
as a colorless solid (178 mg, 0.52 mmol, 92 %); Colorless prisms (ether/n-hexane); mp 174.0–177.0 °C; 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 2.82 (1H, br s), 3.86 (3H, s), 4.92 (2H, 
br s), 6.82–6.85 (2H, m), 7.13 (1H, d, J = 9.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) (ppm) 14.2, 22.4, 
68.6, 76.4, 82.5, 122.0, 125.7, 128.1, 133.2, 136.9, 148.7; MS (EI) m/z 345 (M+), 266 (100%); HRMS 
Calcd for C9H19B10NO4S: 345.2039, Found: 345.2047; Anal. Calcd for C9H19B10NO4S: C, 31.29; H, 
5.54; N, 4.05, Found: C, 31.39; H, 5.41; N, 4.02. 
 
 
1-Hydroxy-12-(4-tert-butyldimethylsiloxy-3-methoxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane 
(37) 
A solution of n-BuLi in hexane (0.2 mL, 2.64 M, 0.55 mmol) was added dropwise to a solution of 35 
(200 mg, 0.53 mmol) in dry ether (6 mL) at 0 °C under Ar. The resulting mixture was cooled to -30 °C, 
before trimethylborate (71 L, 0.64 mmol) was added in one portion. The reaction mixture was warmed 
to 0 °C over the course of 1 h, before a mixture of 30% H2O2 (0.2 mL) and AcOH (0.2 mL) was added. 
The resulting solution was stirred at room temperature for 15 h, before a saturated aqueous solution of 
NaHSO3 (0.8 mL) and 10% NaOH (1.2 mL) were added to the reaction mixture. Thereafter, the reaction 
mixture was stirred for 1 h at room temperature, and then extracted with ether. The organic layer was 
washed with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column 
chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1 to 1/1) afforded 37 as a colorless solid (65 
mg, 0.15 mmol, 30%); 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) ppm) 0.11 (6H, s), 0.95 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, 
br m), 3.73 (3H, s), 6.57–6.68 (3H, m); MS (EI) m/z 396 (M+), 339 (100%). 
 
 
1-Hydroxy-12-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BT101) 
A solution of TBAF in THF (0.38 mL, 1 M, 0.38 mmol) was added to a solution of 36 (100 mg, 0.25 
mmol) in dry THF (3 mL), and the reaction mixture was stirred at room temperature for 20 min. The 
reaction was quenched with water and extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, 
dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography on silica gel 
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(eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1) furnished BT101 as a colorless solid (95 mg, 0.34 mmol, quant.); 
Colorless sheets (ether/n-hexane); mp 144.0–146.0 °C; 1H-NMR (270 MHz, CDCl3) (ppm) 1.00–3.50 
(10H, br m), 3.83 (3H, s), 6.66–6.72 (3H, m); 13C-NMR (68 MHz, CDCl3) (ppm) 55.9, 71.9, 106.7, 
110.3, 113.7, 120.8, 127.1, 145.7, 145.9; MS (EI) m/z 282 (M+, 100%); HRMS Calcd for C9H18B10O3: 
282.2259, Found: 282.2252; Purity by HPLC analysis > 95%. 
 
 
1-Sulfamoyloxymethyl-12-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane 
(BT112) 
BT100 (52 mg, 0.18 mmol) was added to a solution of sulfamoyl chloride (61 mg, 0.54 mmol) in N,N-
dimethyl acetamide (1 mL). The mixture was stirred at room temperature for 1 h, and then diluted with 
AcOEt. The organic layer was washed with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. 
Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 1/1) afforded BT112 as 
a colorless solid (50 mg, 0.13 mmol, 76%); Colorless prisms (CH2Cl2/n-hexane); mp 186.0–188.0 °C; 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 3.70 (3H, s), 3.93 (2H, s), 6.57‒6.61 
(3H, m), 7.67 (2H, br s), 9.32 (1H, br s); 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) (ppm) 55.6, 68.6, 75.3, 83.8, 
111.9, 115.0, 119.5, 126.1, 146.9, 147.3; MS (EI) m/z 357 (M+, 100%); HRMS Calcd for C10H21B10NO5S: 
375.2144, Found: 375.2151; Purity by HPLC analysis > 95%. 
 
 
1-Sulfamoyloxymethyl -12-(3-methoxy-4-sulfamoyloxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane 
(BT110) 
BT112 (50 mg, 0.13 mmol) was added to a solution of sulfamoyl chloride (61 mg, 0.54 mmol) in N,N-
dimethyl acetamide (1 mL). The mixture was stirred at room temperature for 18 h, and then diluted with 
AcOEt. The organic layer was washed with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. 
Purification by column chromatography on silica gel (eluent: hexane/AcOEt = 1/1) afforded 1f as a 
colorless solid (51 mg, 0.11 mmol, 85 %); Colorless prisms (ether/n-hexane); mp 186.0–187.0 °C; 1H-
NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 1.60‒3.20 (10H, br m), 3.77 (3H, s), 3.95 (2H, s), 6.80–6.82 (2H, 
m), 7.16 (1H, d, J = 8.8 Hz), 7.68 (2H, br s), 7.97 (2H, br s); 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) (ppm) 
55.9, 68.6, 76.4, 82.6, 111.8, 119.1, 123.2, 134.1, 139.2, 151.2; MS (EI) m/z 375 (M+, 100%); HRMS 
Calcd for C10H22B10N2O7S2: 454.1873, Found: 454.1887; Anal. Calcd for C10H22B10N2O7S2: C, 26.42; 
H, 4.88; N, 6.16, Found: C, 26.53; H, 4.71; N, 5.96. 
 
 
4-tert-Butyldimethylsiloxy-3-methoxybenzaldehyde (39) 
To a solution of vanillin (38) (1.0 g, 6.58 mmol) and tert-butyldimethylsilylchloride (1.19 g, 7.89 mmol) 
in DMF (30mL) was added imidazole (0.54 mg, 7.89 mmol) at room temperature under Ar. The mixture 
was stirred at room temperature for 1.5 h. The reaction was quenched with water and the whole was 
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extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. 
Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1) gave 39 (1.78 g, 6.67 
mmol, quant.) as colorless oil; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3),  (ppm) 0.19 (6H, s), 0.99 (9H, s), 3.86 (3H, 
s), 6.95 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.36 (1H, dd, J = 2.0 Hz, 8.3 Hz), 7.39 (1H, d, J = 2.0 Hz), 9.84 (1H, s); 13C-
NMR (100 MHz, CDCl3),  (ppm) -4.7, 25.2, 53.3, 110.0, 120.6, 126.1, 130.9, 151.2, 151.5, 190.9; MS 
(EI) m/z 266 (M+), 209 (100%) 
 
 
1-1-Hydroxymethyl-12-({1-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)}-1.12-dicarba-closo-
dodecaborane (BT106) 
A solution of n-BuLi in hexane (0.68 mL, 2.64 M, 1.79 mmol) was added dropwise to a solution of 3 
(430 mg, 1.49 mmol) in dry ether (4 mL) at 0 ºC under Ar. After stirring for 30 min at room temperature, 
the mixture was cooled to 0 ºC, and 39 (700 mg, 1.79 mmol) was added. The reaction mixture was stirred 
at room temperature for 22 h, and then quenched with water. The reaction mixture was extracted with 
AcOEt, and the organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. 
Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 50/1 to 10/1) afforded 
a mixture of 40 and 39 (730 mg). A solution of TBAF in THF (3.15 mL, 1 M, 3.15 mmol) was added to 
a solution of this mixture in dry THF (5 mL), and the reaction mixture was stirred at room temperature 
for 3 h. The reaction was quenched with water and the resulting solution was extracted with AcOEt. The 
organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by 
column chromatography silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 5/1 to 1/1) furnished BT106 as a colorless 
solid (420 mg, 1.28 mmol, 86%); Colorless sheets (ether/n-hexane); mp 160.0–161.0 °C; 1H-NMR (400 
MHz, CDCl3) (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.51 (1H, t, J = 7.3 Hz), 2.10 (1H, d, J = 2.9 Hz), 3.48 
(2H, d, J = 7.3 H), 3.89 (3H, s), 4.56 (1H, d, J = 2.9 Hz), 5.61 (1H, br s), 6.61 (1H, dd, J = 2.0 Hz, 8.3 
Hz), 6.68 (1H, d, J = 2.0 Hz), 6.82 (1H, d, J = 8.3 Hz); 13C-NMR (68 MHz, CDCl3)  (ppm) 56.0, 66.0, 
75.7, 82.3, 86.1, 108.9, 113.7, 120.1, 132.2, 146.0, 146.2; MS (EI) m/z 326 (M+), 153 (100%); HRMS 
Calcd for C11H22B10O4: 326.2522, Found: 326.2517; Anal. Calcd for C11H20B10O4: C, 40.48; H, 6.79, 
Found: C, 40.74; H, 6.78. 
 
 
1-1-Hydroxymethyl-12-{1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)}-1.12-dicarba-closo-dodecaborane 
(BT105) 
Triethylsilane (0.48 mL, 3.01 mmol) and TFA (0.46 mL, 6.01 mmol) were added to a solution of BT106 
(200 mg, 0.61 mmol) in CH2Cl2 (2 mL) at 0 ºC. After stirring for 4 h at room temperature, the reaction 
was quenched with water and the solution was extracted with CH2Cl2. The organic layer was washed 
with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography on 
silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1 to 5/1) afforded BT105 as a colorless solid (60 mg, 0.19 mmol, 
32%); Colorless sheets (ether/n-hexane); mp 142.0–145.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm) 
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1.00–3.50 (10H, br m), 2.83 (2H, s), 3.46 (2H, s), 3.86 (3H, s), 5.56 (1H, br s), 6.43 (1H, d, J = 1.5 Hz), 
6.45 (1H, dd, J = 1.5 Hz, 8.3 Hz), 6.79 (1H, d, J = 8.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) (ppm) 43.8, 
55.9, 65.9, 80.0, 80.9, 112.2, 114.0, 122.7, 129.0, 144.9, 146.1; MS (EI) m/z 310 (M+), 137 (100%); 
HRMS Calcd for C11H22B10O3: 310.2573, Found: 310.2570; Anal. Calcd for C11H22B10O3: C, 42.56; H, 
7.14, Found: C, 42.75; H, 7.19. 
 
 
1-{-1-(4-Sulfamoyloxy-3-methoxyphenyl)}-12-sulfamoyloxymethyl-1,12-dicarba-closo-
dodecaborane (BT113) 
BT105 (186 mg, 0.59 mmol) was added to a solution of sulfamoyl chloride (248 mg, 2.16 mmol) in N,N-
dimethyl acetamide (2 mL). The mixture was stirred at room temperature for 15 h, and then diluted with 
AcOEt. The organic layer was washed with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. 
Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 1/1) afforded BT113 
(244 mg, 0.52 mmol, 88 %) as a colorless solid; Colorless sheets (CH2Cl2/n-hexane); mp 167.0–168.0 °C; 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 2.96 (2H, s), 3.75 (3H, s), 6.58 (1H, dd, 
J = 2.0 Hz, 8.3 Hz), 6.75 (1H, d, J = 1.5 Hz), 7.18 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.62 (2H, s), 7.92 (2H, s); 13C-
NMR (68 MHz, DMSO-d6) (ppm) 14.1, 22.8, 68.9, 75.4, 84.1, 114.5, 125.3, 126.0, 127.4, 129.9, 155.7; 
MS (EI) m/z 468 (M+), 389 (100%); HRMS Calcd for C11H24B10N2O7S2: 468.2029, Found: 468.2021; 
Anal. Calcd for C11H24B10N2O7S2: C, 28.20; H, 5.16; N, 5.98, Found: C, 28.33; H, 5.00; N, 5.91. 
 
 
1-{1-Hydroxy-1-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)}methyl-1.12-dicarba-closo-dodecaborane (BT108) 
A solution of n-BuLi in hexane (0.68 mL, 2.64 M, 1.79 mmol) was added dropwise to a solution of 1,12-
dicarba-closo-dodecaborane (1) (215 mg, 1.49 mmol) in dry ether (2 mL) at 0 ºC under Ar. After stirring 
for 30 min at room temperature, the mixture was cooled to 0 ºC, and 39 (480 mg, 1.79 mmol) was added. 
The reaction mixture was stirred at room temperature for 3 h, and quenched with water. The reaction 
mixture was extracted with AcOEt, and the organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, 
filtered and concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt 
= 10/1) furnished a mixture of 41 and 39 (468 mg). A solution of TBAF in THF (1.4 mL, 1 M, 1.37 
mmol) was added to a solution of this mixture in dry THF (5 mL), and the entire reaction mixture was 
stirred at room temperature for 30 min. The reaction was quenched with water, and the reaction mixture 
was extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and 
concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 5/1) 
afforded BT108 as a colorless solid (330 mg, 1.05 mmol, 70%); Colorless prisms (ether/n-hexane); mp 
149.0–151.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 2.12 (1H, t, J = 2.4 Hz), 
2.73 (1H, br s), 3.88 (3H, s), 4.52 (1H, d, J = 2.4 Hz), 5.61 (1H, s), 6.61 (1H, dd, J = 2.0 Hz, 8.3 Hz), 
6.69 (1H, d, J = 2.0 Hz), 6.82 (1H, d, J = 8.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) (ppm) 56.0, 60.6, 76.1, 
89.9, 108.9, 113.6, 120.2, 132.0, 145.9, 146.2; MS (EI) m/z 296 (M+), 153 (100%); HRMS Calcd for 
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C10H20B10O3: 296.2416, Found: 296.2415; Anal. Calcd for C10H20B10O3: C, 40.53; H, 6.80, Found: C, 
40.71; H, 6.75. 
 
 
1-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1.12-dicarba-closo-dodecaborane (BT107) 
Triethylsilane (0.34 mL, 2.14 mmol) and TFA (0.16 mL, 2.09 mmol) were added to a solution of BT108 
(50 mg, 0.17 mmol) in CH2Cl2 (0.5 mL) at 0 ºC. After stirring for 15 h at room temperature, the reaction 
was quenched with water and the solution was extracted with CH2Cl2. The organic layer was washed 
with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography on 
silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1) afforded BT107 as a colorless solid (49 mg, 0.18 mmol, 
quant.); Colorless sheets (ether/n-hexane); mp 82.0–84.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.00–
3.50 (10H, br m), 2.62 (1H, br s), 2.82 (2H, s), 3.86 (3H, s), 5.54 (1H, br s), 6.44–6.47 (2H, m), 6.80 (1H, 
d, J = 7.8 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) (ppm) 44.7, 55.9, 58.3, 84.9, 112.3, 114.0, 122.8, 129.0, 
114.9, 146.1; MS (EI) m/z 280 (M+), 137 (100%); HRMS Calcd for C10H20B10O2: 280.2467, Found: 
280.2470; Anal. Calcd for C10H20B10O2: C, 42.84; H, 7.19, Found: C, 43.00; H, 7.34. 
 
 
2-Ethyl-4-iodophenol (43) 
Iodine (1.25 g, 4.9 mmol) was added portion wise to a solution of 2-ethylphenol (42) (500 mg, 4.1 mmol) 
and sodium hydroxide (312 mg, 7.8 mmol) in methanol (10 mL) at 0 ºC. The mixture was stirred at same 
temperature for 2 h before being acidified with 10% hydrochloric acid solution to pH 2. The solvent was 
removed at reduced pressure and the residue was dissolved in diethyl ether. The aqueous phase was 
extracted with AcOEt. The organic phase was washed with 10% sodium thiosulphate solution, and brine, 
dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-
hexane/AcOEt = 10/1) gave 43 (768 mg, 3.1 mmol, 76%) as yellow oil; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  
(ppm) 1.21 (3H, t, J = 7.3Hz), 2.58 (2H, q, J = 7.3Hz), 4.76 (1H, s br), 6.70 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.35 (1H, 
dd, J = 2.0 Hz, 8.3Hz), 7.42 (2H, d, J = 2.0 Hz); 13C-NMR (68 MHz, CDCl3) δ (ppm) 13.7, 22.6, 82.6, 
117.3, 133.1, 135.4, 137.7, 153.4; MS (EI) m/z 248 (M+, 100%). 
 
 
4-tert-Butyldimethylsiloxy-3-ethyliodobenzene (44) 
To a solution of 43 (768 mg, 3.1 mmol) and tert-butyldimethylsilylchloride (558 mg, 3.7 mmol) in 
CH2Cl2 (2.5 mL) was added dropwise a triethylamine (520 L, 3.7 mmol) at 0 ºC under Ar atmosphere. 
The mixture was stirred at room temperature for 14 h. The reaction was quenched with water and the 
whole was extracted with CH2Cl2. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, and 
concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1) gave 
44 (953 mg, 2.6 mmol, 85%) as colorless oil; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 0.21 (6H, s), 1.00 
(9H, s), 1.16 (3H, t, J = 7.3Hz), 2.55 (2H, q, J = 7.3Hz), 6.52 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.33 (1H, dd, J = 2.4 
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Hz, 8.3Hz), 7.43 (2H, d, J = 2.4 Hz); 13C-NMR (68 MHz, CDCl3) δ (ppm) -4.3, 14.0, 18.2, 23.2, 25.7, 
83.6, 120.5, 135.3, 137.7, 137.9, 153.4; MS (EI) m/z 362 (M+), 305 (100%). 
 
 
1-(4-tert-Butyldimethylsiloxy-3-ethylphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (45) 
A solution of n-BuLi in hexane (0.98 mL, 2.64 M, 2.6 mmol) was added dropwise to a solution of 1,12-
dicarba-closo-dodecaborane (1) (330 mg, 2.3 mmol) in dimethoxyethane (6 mL) at 0 ºC under an 
atmosphere of Ar. The mixture was stirred at room temperature for 30 min, before CuCl (290 mg, 2.9 
mmol) was added in one portion. Stirring was continued at room temperature for 1 h, before pyridine 
(1.3 mL, 17.3 mmol) and 44 (950 mg, 2.6 mmol) were added in one portion, after which the mixture was 
stirred at 100 ºC for 36 h. After cooling, the reaction was quenched with 10% aqueous HCl, and insoluble 
materials were removed by filtration through Celite. The filtrate was extracted with AcOEt, washed with 
10% aqueous Na2S2O3 and brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column 
chromatography on silica gel (eluent: n-hexane) afforded 45 (668 mg, 1.8 mmol, 77%) as a yellow solid; 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm) 0.19 (6H, s), 0.97 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 1.12 (3H, d, J = 
7.3 Hz), 2.50 (2H, d, J = 7.3 Hz), 2.74 (1H, br s), 6.52 (1H, d, J = 8.8 Hz), 6.87 (1H, dd, J = 2.4 Hz, 8.8 
Hz), 6.95 (1H, d, J = 2.4 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) (ppm) -4.2, 14.1, 18.2, 23.5, 25.6, 59.1, 
86.8, 117.2, 125.2, 128.0, 129.5, 134.1, 153.7; MS (EI) m/z 378 (M+), 322 (100%). 
 
 
1-Hydroxymethyl-12-(4-tert-butyldimethylsiloxy-3-ethylphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane 
(46) 
A solution of n-BuLi in hexane (0.3 mL, 2.64 M, 0.8 mmol) was added dropwise to a solution of 45 (250 
mg, 0.7 mmol) in dry ether (1 mL) at 0 oC under an atmosphere of Ar. The mixture was stirred at room 
temperature for 1 h, before the mixture was cooled to 0 ºC and paraformaldehyde (55 mg, 1.3 mmol) was 
added. The reaction mixture was then stirred at room temperature for 16 h, quenched with water, and 
extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and 
concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1) 
furnished 46 (189 mg, 0.4 mmol, 60%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm) 0.19 
(6H, s), 0.97 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 1.12 (3H, t, J = 7.8 Hz), 2.50 (2H, q, J = 7.8 Hz), 3.53 (2H, 
d, J = 6.8 Hz), 6.52 (1H, d, J = 8.3 Hz), 6.87 (1H, dd, J = 2.9 Hz, 8.3 Hz), 6.95 (1H, d, J = 2.9 Hz); 13C-
NMR (100 MHz, CDCl3) (ppm) -4.3, 14.0, 18.1, 23.5, 25.6, 65.8, 80.7, 82.7, 117.2, 125.3, 128.1, 128.8, 
134.1, 153.6; MS (EI) m/z 408 (M+), 352 (100%). 
 
 
1-(3-Ethyl-4-hydroxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BT152) 
A solution of TBAF in THF (0.95 mL, 1 M, 0.95 mmol) was added to a solution of 45 (300 mg, 0.79 
mmol) in dry THF (5 mL), before the reaction mixture was stirred at room temperature for 15 min. The 
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reaction mixture was quenched with water and extracted with AcOEt. The organic layer was washed with 
brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography on silica gel 
(eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1) furnished BT152 as a colorless solid (200 mg, 0.76 mmol, 94%); 
Colorless sheets (n-hexane); mp 124.0–126.0 °C; 1H-NMR (270 MHz, CDCl3) (ppm) 1.00–3.50 (10H, 
br m), 1.18 (3H, t, J = 7.8 Hz), 2.53 (2H, q, J = 7.8 Hz), 2.74 (1H, br s), 4.70 (1H, br s), 6.53 (1H, d, J = 
8.8 Hz), 6.89 (1H, d, J = 2.4 Hz, 8.8 Hz), 6.94 (1H, d, J = 2.4 Hz); 13C-NMR (68 MHz, CDCl3) (ppm) 
13.8, 23.0, 59.2, 86.6, 114.5, 125.7, 128.1, 129.3, 129.6, 153.5; MS (EI) m/z 264 (M+, 100%); HRMS 
Calcd for C10H20B10O: 264.2518; Found: 264.2511; Anal. Calcd for C10H20B10O: C, 45.43; H, 7.63; 
Found: C, 45.49; H, 7.64. 
 
 
1-(3-Ethyl-4-sulfamoyloxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BT161) 
BT152 (268 mg, 1.05 mmol) was added to a solution of sulfamoyl chloride (140 mg, 1.22 mmol) in N,N-
dimethyl acetamide (3 mL). The mixture was stirred at room temperature for 16 h, and then diluted with 
AcOEt. The organic layer was washed with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. 
Purification by column chromatography on silica gel (eluent: hexane/AcOEt = 1/1) afforded BT161 (206 
mg, 0.60 mmol, 59%) as a colorless solid; Colorless sheets (ether/n-hexane); mp 159.0–161.0 °C; 1H-
NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.17 (3H, t, J = 7.8 Hz), 2.65 (2H, q, J = 
7.8 Hz), 2.80 (1H, br s), 5.12 (2H, br s), 7.04 (1H, dd, J = 2.4 Hz, 8.8 Hz), 7.11 (1H, d, J = 2.4 Hz), 7.16 
(1H, d, J = 8.8 Hz); 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6) (ppm) 14.1, 23.0, 56.0, 85.4, 121.1, 125.9, 128.8, 
135.7, 136.6, 148.2; MS (EI) m/z 343 (M+), 264 (100%); HRMS Calcd for C10H21B10NO3S: 343.2246; 
Found: 343.2246; Anal. Calcd for C10H21B10NO3S: C, 34.97; H, 6.16; N, 4.08; Found: C, 34.95; H, 6.04; 
N, 4.07. 
 
 
1-Hydroxymethyl-12-(4-hydroxy-3-ethyl) phenyl-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BT150) 
A solution of 46 (189 mg, 0.39 mmol) in dry THF (4.5 mL) was treated with a solution of TBAF in THF 
(0.6 mL, 1 M, 0.6 mmol), and the reaction mixture was stirred for 30 min at room temperature. The 
reaction was quenched with water and extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, 
dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography on silica gel 
(eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1 to 1/1) furnished BT150 as a colorless solid (164 mg, 0.56 mmol, 
quant.); Colorless cubes (ether/n-hexane); mp 120.0–122.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) (ppm), 
1.00–3.50 (10H, br m), 1.17 (3H, t, J = 7.8 Hz), 1.65 (1H, d, J = 7.8 Hz), 2.53 (2H, q, J = 7.8 Hz), 3.55 
(2H, d, J = 6.9 Hz), 4.83 (1H, s), 6.53 (1H, d, J = 8.3 Hz), 6.90 (1H, dd, J = 3.0 Hz, 8.3 Hz), 6.95 (1H, d, 
J = 3.0 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) (ppm) 13.7, 22.9, 66.0, 82.7, 114.5, 125.8, 128.2, 128.8, 
129.4, 153.6; MS (EI) m/z 294 (M+, 100%); HRMS Calcd for C11H22B10O2: 294.2624; Found: 294.2619; 
Anal. Calcd for C11H22B10O2: C, 44.88; H, 7.53; Found; C, 44.93; H, 7.42. 
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1-Sulfamoyloxymethyl-12-(3-ethyl-4-hydroxyphenyl)-12-dicarba-closo-dodecaborane (BT162) 
BT150 (400 mg, 1.36 mmol) was added to a solution of sulfamoyl chloride (626 mg, 5.44 mmol) in N,N-
dimethyl acetamide (4 mL). The mixture was stirred for 5 h at room temperature, and then diluted with 
AcOEt. The organic layer was washed with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. 
Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 1/1) furnished BT162 
as a colorless solid (456 mg, 1.22 mmol, quant.); Colorless sheets (CH2Cl2/n-hexane); mp 140.0–
141.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 1.03 (3H, t, J = 7.3 Hz), 1.00–3.50 (10H, br m), 2.41 
(2H, q, J = 7.3 Hz), 3.93 (2H, s), 6.59 (1H, d, J = 8.8 Hz), 6.78–6.83 (2H, m), 7.66 (2H, br s), 9.59 (1H, 
s); 13C-NMR (68 MHz, DMSO-d6) (ppm) 14.1, 22.8, 68.9, 75.4, 84.1, 114.5, 125.3, 126.0, 127.4, 129.9, 
155.7; MS (EI) m/z 373 (M+, 100%); HRMS Calcd for C11H23B10NO4S: 373.2352; Found: 373.2344; 
Anal. Calcd for C11H23B10NO4S: C, 35.37; H, 6.21; N, 3.75; Found: C, 34.63; H, 6.13; N, 3.65. 
 
 
1-Sulfamoyloxymethyl-12-(3-ethyl-4-sulfamoyloxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane 
(BT160) 
BT162 (100 mg, 0.27 mmol) was added to a solution of sulfamoyl chloride (115 mg, 1.00 mmol) in N,N-
dimethyl acetamide (1 mL). The mixture was stirred for 7 h at room temperature, and then diluted with 
AcOEt. The organic layer was washed with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. 
Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 1/1) furnished BT160 
as a colorless solid (125 mg, 0.28 mmol, 97%); Colorless sheets (CH2Cl2/n-hexane); mp 197.0–199.0 °C; 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) (ppm) 1.08 (3H, t, J = 7.3 Hz), 1.00–3.50 (10H, br m), 2.60 (2H, q, J 
= 7.3 Hz), 3.95 (2H, s), 7.09–7.20 (3H, m), 7.67 (2H, br s), 8.10 (2H, br s); 13C-NMR (100 MHz, DMSO-
d6) (ppm) 14.2, 22.4, 68.6, 76.4, 82.5, 122.0, 125.7, 128.1, 133.2, 136.9, 148.7; MS (EI) m/z 452 (M+), 
373 (100%); HRMS Calcd for C11H24B10N2O6S2: 452.2080; Found: 452.2086; Anal. Calcd for 
C11H24B10N2O6S2: C, 29.19; H, 5.35; N, 6.19; Found: C, 29.47; H, 5.23; N, 6.09. 
 
 
1-p-Toluenesulfonyloxymethyl-12-(4-tert-buthyldimethylsiloxy-3-ethylphenyl)-1,12-dicarba-closo-
dodecaborane (47) 
Triethylamine (1.19 mL, 8.58 mmol) was added to a solution of 46 (1.00 g, 2.45 mmol) and p-
toluenesulfonyl chloride (1.09 g, 5.72 mmol) in CH2Cl2 (10 mL) at 0 ºC under an atmosphere of Ar. The 
mixture was stirred for 19 h at room temperature, quenched with water, and subsequently extracted with 
CH2Cl2. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. 
Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane / AcOEt = 40/1) furnished 47 
(1.33 g, 2.37 mmol, 96%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 0.18 (6H, s), 0.97 
(9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 1.10 (3H, t, J = 7.3 Hz), 2.46 (3H, s), 2.49 (2H, q, J = 7.3 Hz), 3.86 (2H, 
s), 6.50 (1H, d, J = 8.3 Hz), 6.82 (1H, dd, J = 2.9 Hz, 8.8 Hz), 6.90 (1H, d, J = 2.9 Hz), 7.35 (2H, d, J = 
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8.3 Hz), 7.72 (2H, d, J = 8.3Hz); 13C-NMR (68 MHz, CDCl3) δ (ppm) -4.3, 14.0, 18.1, 21.6, 23.5, 25.6, 
70.0, 74.3, 83.9, 117.3, 125.2, 127.9, 128.0, 128.5, 129.9, 132.3, 134.2, 145.3, 153.8; MS (EI) m/z 562 
(M+), 506 (100%). 
 
 
1-p-Toluenesulfonyloxymethyl-12-(4-hydroxy-3-ethylphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane 
(48) 
A solution of TBAF in THF (2.96 mL, 1 M, 2.96 mmol) was added to a solution of 47 (1.33 g, 2.37 
mmol) in dry THF (13 mL), before the reaction mixture was stirred for 30 min at room temperature. Then, 
reaction was quenched with water and extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, 
dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography on silica gel 
(eluent: n-hexane/AcOEt = 5/1) furnished 48 (1.05 g, 2.34 mmol, 98%) as a yellow solid; 1H-NMR (400 
MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.15 (3H, t, J = 7.8 Hz), 2.46 (3H, s), 2.51 (2H, q, J = 7.8 
Hz), 3.85 (2H, s), 6.51 (1H, d, J = 8.3 Hz), 6.85 (1H, dd, J = 2.4 Hz, 8.3 Hz), 6.90 (1H, d, J = 2.4 Hz), 
7.35 (2H, d, J = 8.2 Hz), 7.72 (2H, d, J = 8.2 Hz); 13C-NMR (68 MHz, CDCl3) δ (ppm) 13.7, 21.0, 22.9, 
70.0, 74.2, 83.9, 114.5, 125.5, 127.9, 128.0, 128.2, 129.6, 129.9, 132.1, 145.4, 154.0; MS (EI) m/z 448 
(M+, 100%). 
 
 
1-Cyanomethyl-12-(4-hydroxy-3-ethylphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BT154) 
A solution of 48 (500 mg, 1.12 mmol) in dry DMSO (5.6 mL) was stirred with sodium cyanide (535 mg, 
10.9 mmol) at room temperature for 16 h. The reaction mixture was quenched with water and extracted 
with ether. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. 
Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 30/1) furnished BT154 
(170 mg, 0.56 mmol, 50%) as a colorless solid; Colorless sheets (ether/n-hexane); mp 142.5–144.0 °C; 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.17 (3H, t, J = 7.8 Hz), 2.53 (2H, q, J = 
7.8Hz), 2.74 (2H, s), 4.80 (1H, s), 6.53 (1H, d, J = 8.8 Hz), 6.87 (1H, dd, J = 2.4 Hz, 8.8 Hz), 6.92 (1H, 
d, J = 2.4 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD) δ (ppm) 14.5, 24.1, 26.7, 71.7, 84.2, 115.2, 116.5, 126.5, 
127.7, 128.9, 131.5, 156.8; MS (EI) m/z 303 (M+, 100%); HRMS Calcd for C12H21B10NO: 303.2621; 
Found: 303.2630; Anal. Calcd for C12H21B10NO: C, 47.50; H, 6.98; N, 4.62; Found: C, 47.22; H, 6.75; 
N, 4.52. 
 
 
1-Cyanomethyl-12-(3-ethyl-4-sulfamoyloxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BT164) 
BT154 (80 mg, 0.26 mmol) was added to a solution of sulfamoyl chloride (111 mg, 0.96 mmol) in N,N-
dimethyl acetamide (1 mL), and the mixture was stirred for 15.5 h at room temperature, before it was 
diluted with AcOEt. The organic layer was washed with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and 
concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 5/2) 
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afforded BT164 (86 mg, 0.23 mmol, 87%) as a colorless solid; Colorless plates (ether/n-hexane); mp 
149.0–150.5 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.18 (3H, t, J = 7.8 Hz), 
2.66 (2H, q, J = 7.8 Hz), 2.76 (2H, s), 5.05 (2H, br s), 7.02 (1H, dd, J = 2.4Hz, 8.8 Hz), 7.08 (1H, d, J = 
2.4 Hz), 7.18 (1H, d, J = 8.8 Hz); 13C-NMR (68 MHz, CDCl3) δ (ppm) 14.0, 23.0, 26.7, 70.8, 81.3, 114.6, 
121.2, 125.9, 128.8, 134.3, 136.8, 148.5; MS (EI) m/z 382 (M+), 303 (100%); HRMS Calcd for 
C12H22B10N2O3S: 382.2348; Found: 382.2370; Anal. Calcd for C12H22B10N2O3S: C, 37.68; H, 5.80; N, 
7.33; Found: C, 37.97; H, 5.60; N, 7.32. 
 
 
1-(2-Hydroxyethyl)-12-(4-hydroxy-3-ethylphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (51) 
A solution of n-BuLi in hexane (260 μL, 2.64 M, 0.69 mmol) was added dropwise to a solution of 45 
(200 mg, 0.53 mmol) in dry ether (5 mL) at 0 ℃ under an atmosphere of Ar. The mixture was stirred at 
room temperature for 1 h, before 2-(2-bromoethoxy)tetrahydro-2H-pyran (334 mg, 1.60 mmol) was 
added dropwise at 0 ℃. The mixture was stirred at room temperature for 39 h, quenched with water, and 
extracted with ether. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and 
concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 50/1) 
afforded a mixture of 49 and 2-(2-bromoethoxy)tetrahydro-2H-pyran as a colorless oil (343 mg). The 
mixture in dry methanol (9 mL) was treated with p-toluenesulfonic acid monohydrate (5 mg, 26 μmol) 
and stirred for 16 h at room temperature. Then, the mixture was quenched with saturated aqueous 
NaHCO3 and extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, and 
filtered. Evaporation of the filtrate under reduced pressure afforded a mixture of 50 and 2-(2-
bromoethoxy)tetrahydro-2H-pyran (107 mg). The mixture in dry THF (2 mL) was treated with a solution 
of TBAF in THF (310 μL, 1 M, 0.31 mmol), and stirred for 40 min at room temperature. Then, the 
reaction was quenched with water and the solution was extracted with AcOEt. The organic layer was 
washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography 
on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 3/1) furnished 51 (73 mg, 0.24 mmol, 45% over 3 steps) as a 
colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.16 (3H, t, J = 7.8 Hz), 
1.94 (2H, t, J = 7.3 Hz), 2.52 (2H, q, J = 7.8 Hz), 3.47 (2H, t, J = 7.3 Hz), 6.51 (1H, d, J = 8.8 Hz), 6.88 
(1H, dd, J = 2.4 Hz, 8.8 Hz), 6.93 (1H, d, J = 2.4 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ (ppm) 13.8, 22.9, 
39.6, 61.3, 76.6, 82.0, 114.3, 125.6, 128.1, 128.3, 129.6, 153.9; MS (EI) m/z 308 (M+, 100 %). 
 
 
1-(2-Sulfamoyloxyethyl)-12-(3-ethyl-4-sulfamoyloxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane 
(BT165) 
51 (73 mg, 0.24 mmol) was added to a solution of sulfamoyl chloride (167 mg, 1.45 mmol) in N,N-
dimethyl acetamide (1 mL), and the mixture was stirred for 26 h at room temperature, before it was 
diluted with AcOEt. The organic layer was washed with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and 
concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 2/1) 
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afforded BT165 (65 mg, 0.14 mmol, 58%) as a colorless solid; Colorless needles (ether/n-hexane); mp 
184.0–186.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.08 (3H, t, J = 7.3 
Hz), 2.12 (2H, t, J = 6.3 Hz), 2.60 (2H, q, J = 7.3 Hz), 3.81 (2H, t, J = 6.3 Hz), 7.08–7.10 (2H, m), 7.18 
(1H, d, J = 9.3 Hz), 7.54 (2H, br s), 8.07 (2H, br s); 13C-NMR (68 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 14.2, 22.3, 
35.6, 66.5, 77.5, 81.0, 121.8, 125.6, 128.1, 133.2, 136.7, 148.6; MS (EI) m/z 466 (M+), 388 (100%); 
HRMS Calcd for C12H26B10N2O6S2: 466.2228, Found 466.2240; Anal. Calcd for C12H26B10N2O6S2 · 0.1 
AcOEt; C, 31.33; H, 5.68; N, 5.89; Found: C, 31.32; H, 5.64; N, 6.00. 
 
 
1-(2-Hydroxyethyl)-12-(4-tert-buthyldimethylsiloxy-3-ethylphenyl)- 1,12-dicarba-closo-
dodecaborane (50) 
A solution of n-BuLi in hexane (1.1 mL, 2.64 M, 2.96 mmol) was added dropwise to a solution of 45 
(560 mg, 1.48 mmol) in dry ether (13 mL) at 0 ℃ under an atmosphere of Ar. The mixture was stirred at 
room temperature for 1 h, before it was cooled to 0 ℃ and 2-(2-bromoethoxy)tetrahydro-2H-pyran (930 
mg, 4.44 mmol) was added dropwise. The mixture was then stirred for 23 h at room temperature, 
quenched with water, and extracted with ether. The organic layer was washed with brine, dried over 
Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-
hexane/AcOEt = 50/1) afforded a mixture of 49 and 2-(2-bromoethoxy)tetrahydro-2H-pyran as a 
colorless oil (859 mg). A solution of the isolated mixture in dry methanol (23 mL) was subsequently 
treated with p-toluenesulfonic acid monohydrate (24 mg, 0.13 mmol), and the resulting mixture was 
stirred for 17 h at room temperature, before it was quenched with saturated aqueous NaHCO3 and 
extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and 
concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1) 
furnished 50 (194 mg, 0.46 mmol, 31% over two steps) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) 0.18 (6H, s), 0.97 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 1.11 (3H, t, J = 7.3 Hz), 1.30 (1H, t, J = 5.9 
Hz), 1.95 (2H, t, J = 6.8 Hz), 2.49 (2H, q, J = 7.3 Hz), 3.48 (2H, q, J = 6.8 Hz), 6.51 (1H, d, J = 8.8 Hz), 
6.86 (1H, dd, J = 2.4 Hz, 8.8 Hz), 6.94 (1H, d, J = 2.4 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ (ppm) -4.3, 
14.1, 18.1, 23.5, 25.6, 39.8, 61.3, 76.8, 82.1, 117.2, 125.3, 128.1, 128.7, 134.1, 153.6; MS (EI) m/z 422 
(M+), 365 (100 %). 
 
 
1-p-Toluenesufonyloxyethyl-12-(4-tert-buthyldimethylsiloxy-3-ethylphenyl)-1,12-dicarba-closo-
dodecaborane (52) 
Triethylamine (224 μL, 1.61 mmol) was added to a solution of 50 (194 mg, 0.46 mmol) and p-
toluenesulfonyl chloride (219 mg, 1.15 mmol) in CH2Cl2 (2 mL) at 0 ºC under an atmosphere of Ar. The 
mixture was stirred at room temperature for 4 h, quenched with water, and extracted with CH2Cl2. The 
organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by 
column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane / CH2Cl2 = 3/1) furnished 52 (248 mg, 0.43 mmol, 
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94%) as a colorless oil; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 0.18 (6H, s), 0.96 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, 
br m), 1.10 (3H, t, J = 7.3 Hz), 2.02 (2H, t, J = 7.3 Hz), 2.46 (3H, s), 2.49 (2H, q, J = 7.3 Hz), 3.81 (2H, 
t, J = 7.3 Hz), 6.50 (1H, d, J = 8.8 Hz), 6.83 (1H, dd, J = 2.4 Hz, 8.8 Hz), 6.90 (1H, d, J = 2.4 Hz), 7.36 
(2H, d, J = 8.8 Hz), 7.76 (2H, d, J = 8.8 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ (ppm) -4.3, 14.0, 18.0, 21.5, 
23.4, 25.5, 36.0, 67.4, 75.0, 82.4, 117.2, 125.2, 127.8, 128.0, 128.4, 129.8, 132.7, 134.0, 144.9, 153.6; 
MS (EI) m/z 576 (M+), 520 (100 %). 
 
 
1-p-Toluenesulfonyloxyethyl-12-(4-hydroxy-3-ethylphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (53) 
A solution of TBAF in THF (540 μL, 1 M, 0.54 mmol) was added to a solution of 52 (248 mg, 0.43 
mmol) in dry THF (3 mL), and the reaction mixture was stirred for 40 min at room temperature. Then, 
the reaction was quenched with water and the solution was extracted with AcOEt. The organic layer was 
washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography 
on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 5/1) furnished 53 (179 mg, 0.39 mmol, 90%) as a colorless solid; 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.16 (3H, t, J = 7.8 Hz), 2.02 (2H, t, J = 
7.3 Hz), 2.47 (3H, s), 2.52 (2H, q, J = 7.8 Hz), 3.81 (2H, t, J = 7.3 Hz), 4.77 (1H, br s), 6.52 (1H, d, J = 
8.8 Hz), 6.86 (1H, dd, J = 2.4 Hz, 8.8 Hz), 6.91 (1H, d, J = 2.4 Hz), 7.36 (2H, d, J = 8.3 Hz), 7.76 (2H, 
d, J = 8.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3), δ (ppm) 13.7, 21.5, 22.9, 35.9, 67.6, 74.9, 82.4, 114.4, 
125.5, 127.7, 127.9, 128.0, 129.6, 129.9, 132.2, 145.2, 153.9; MS (EI) m/z 462 (M+, 100 %).  
 
 
1-Cyanoethyl-12-(4-hydroxy-3-ethylphenyl)- 1,12-dicarba-closo-dodecaborane (54) 
A solution of 53 (179 mg, 0.39 mmol) in dry DMSO (2 mL) was treated with sodium cyanide (210 mg, 
4.29 mmol) and stirred for 1.5 h at 80 °C. The reaction was quenched with water and extracted with ether. 
The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by 
column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 5/1) furnished 54 (116 mg, 0.36 mmol, 
94%) as a blue solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.17 (3H, t, J = 7.8 
Hz), 2.06 (2H, t, J = 8.3 Hz), 2.22 (2H, t, J = 8.3 Hz), 2.53 (2H, q, J = 7.8Hz), 4.78 (1H, s), 6.53 (1H, d, 
J = 8.8 Hz), 6.88 (1H, dd, J = 2.4 Hz, 8.8 Hz), 6.92 (1H, d, J = 2.4 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3), δ 
(ppm) 13.7, 16.8, 22.9, 32.7, 65.8, 82.4, 109.7, 114.4, 117.8, 125.5, 128.0, 129.6, 153.9; MS (EI) m/z 317 
(M+, 100 %). 
 
 
1-Cyanoethyl-12-(3-ethyl-4-sulfamoyloxyphenyl)- 1,12-dicarba-closo-dodecaborane (BT166) 
54 (116 mg, 0.36 mmol) was added to a solution of sulfamoyl chloride (250 mg, 2.16 mmol) in N,N-
dimethyl acetamide (1.3 mL), and the mixture was stirred for 21 h at room temperature, before it was 
diluted with AcOEt. The organic layer was washed with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and 
concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt = 2/1) 
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furnished BT166 (38 mg, 0.10 mmol, 27%) as a colorless solid; Colorless plates (ether/n-hexane); mp 
163.5–165.0 °C. 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.18 (3H, t, J = 7.6 Hz), 
2.07 (2H, t, J = 8.5 Hz), 2.23 (2H, t, J = 8.5 Hz), 2.66 (2H, q, J = 7.6 Hz), 4.98 (2H, s), 7.03 (1H, dd, J = 
2.7 Hz, 8.8 Hz), 7.09 (1H, d, J = 2.7 Hz), 7.19 (1H, d, J = 8.8 Hz); 13C-NMR (68 MHz, CDCl3) δ (ppm) 
14.0, 16.8, 23.0, 32.9, 60.4, 81.2, 117.7, 121.1, 125.9, 128.9, 134.7, 136.7, 148.4; MS (EI) m/z 396 (M+), 
317 (100%); HRMS Calcd for C13H24B10N2O3S: 396.2504; Found: 396.2502; Anal. Calcd for 
C13H24B10N2O3S: C, 39.38; H, 6.10; N, 7.07; Found: C, 39.59; H, 6.16; N, 6.98. 
 
 
1-[N-(2,2,2-Trichloroacetyl)]carbamoyloxymethyl-12-(4-tert-buthyldimethylsiloxy-3-ethylphenyl) 
1,12-dicarba-closo-dodecaborane (55) 
Trichloroacetyl isocyanate (150 μL, 1.26 mmol) was added to a solution of 46 (305 mg, 0.75 mmol) in 
dry THF (6 mL), and the resulting mixture was stirred for 50 min at room temperature. The reaction was 
quenched with water and extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, dried over 
Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-
hexane/AcOEt = 10/1) afforded 55 (418 mg, 0.70 mmol, 93 %) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, 
CDCl3) δ (ppm) 0.19 (6H, s), 0.97 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 1.11 (3H, t, J = 7.8 Hz), 2.50 (2H, q, 
J = 7.8 Hz), 4.20 (2H, s), 6.52 (1H, d, J = 8.8 Hz), 6.85 (1H, dd, J = 2.9 Hz, 8.8 Hz), 6.93 (1H, d, J = 2.9 
Hz), 8.33 (1H, s); 13C-NMR (68 MHz, CDCl3) δ (ppm) -4.4, 14.0, 18.0, 23.4, 25.5, 67.1, 74.9, 83.8, 91.5, 
117.2, 125.1, 127.9, 128.4, 134.1, 148.6, 153.7, 157.5; MS (EI) m/z 596 (M+), 351 (100 %). 
 
 
1-Carbamoyloxymethyl-12-(4-tert-butyldimethylsiloxy-3-ethylphenyl)-1,12-dicarba-closo-
dodecaborane (56) 
A solution of K2CO3 (242 mg, 1.75 mmol) in water (6 mL) was added to a solution of 55 (418 mg, 0.70 
mmol) in THF (7 mL) and Methanol (7 mL), and the resulting mixture was stirred for 4 h at room 
temperature. The reaction was quenched with water, AcOEt, and a 10% aqueous HCl solution, before 
the mixture was extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, 
filtered and concentrated. Purification by column chromatography on silica gel (eluent: n-hexane/AcOEt 
= 10/1) furnished 56 (171 mg, 0.38 mmol, 54 %) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ 
(ppm) 0.18 (6H, s), 0.97 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 1.11 (3H, t, J = 7.6 Hz), 2.50 (2H, q, J = 7.6 
Hz), 4.04 (2H, s), 5.07 (2H, br s), 6.52 (1H, d, J = 8.5 Hz), 6.86 (1H, dd, J = 2.7 Hz, 8.5 Hz), 6.93 (1H, 
d, J = 2.7 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) δ (ppm) -4.2, 14.1, 18.2, 23.5, 25.6, 66.2, 76.2, 83.5, 117.3, 
125.3, 128.1, 128.6, 134.2, 153.8, 157.0; MS (EI) m/z 451 (M+), 394 (100%).  
 
 
1-Carbamoyloxymethyl-12-(4-hydroxy-3-ethylphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane (56) 
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A solution of TBAF in THF (480 μL, 1 M, 0.48 mmol) was added to a solution of 56 (171 mg, 0.38 
mmol) in dry THF (3 mL), and the resulting mixture was stirred for 35 min at room temperature. The 
reaction was quenched with water and extracted with AcOEt. The organic layer was washed with brine, 
dried over Na2SO4, filtered and concentrated. Purification by column chromatography on silica gel 
(eluent: n-hexane/AcOEt = 2/1) afforded 57 (78 mg, 0.23 mmol, 61%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 
MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.17 (3H, t, J = 7.8 Hz), 2.53 (2H, q, J = 7.8 Hz), 4.02 
(2H, s), 4.62 (2H, br s), 4.76 (1H, br s), 6.53 (1H, d, J = 8.3 Hz), 6.89 (1H, dd, J = 2.4 Hz, 8.3 Hz), 6.94 
(1H, d, J = 2.4 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CD3OD) δ (ppm) 14.5, 24.1, 66.1, 78.6, 84.9, 115.1, 126.5, 
128.3, 128.9, 131.3, 156.6, 158.0; MS (EI) m/z 337 (M+, 100 %). 
 
 
1-Carbamoyloxymethyl-12-(3-ethyl-4-sulfamoyloxyphenyl)-1,12-dicarba-closo-dodecaborane 
(BT167) 
57 (78 mg, 0.23 mmol) was added to a solution of sulfamoyl chloride (160 mg, 1.38 mmol) in N,N-
dimethyl acetamide (0.9 mL). The mixture was stirred for 19 h at room temperature, and then diluted 
with AcOEt. The organic layer was washed with water and brine, dried over Na2SO4, filtered and 
concentrated. The residue was crystallized from ether/n-hexane to give BT167 (24 mg, 0.058 mmol, 
25%) as colorless plates; mp 138.0–140.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.00–3.50 (10H, br 
m), 1.18 (3H, t, J = 7.8 Hz), 2.66 (2H, q, J = 7.8 Hz), 4.03 (2H, s), 4.64 (2H, br s), 5.00 (2H, s), 7.04 (1H, 
dd, J = 2.9 Hz, 8.8 Hz), 7.10 (1H, d, J = 2.4 Hz), 7.18 (1H, d, J = 8.8 Hz); 13C-NMR (68 MHz, CD3OD) 
δ (ppm) 14.6, 24.0, 66.1, 79.8, 83.6, 122.7, 126.8, 129.6, 135.6, 138.4, 150.4, 158.0; MS (EI) m/z 416 
(M+), 337 (100%); HRMS Calcd for C12H24B10N2O5S: 416.2402; Found: 416.2418; Anal. Calcd for 
C12H24B10N2O5S: C, 34.60; H, 5.81; N, 6.73; Found: C, 34.67; H, 5.84; N, 6.71. 
 
  
1-(4-tert-Butyldimethylsiloxy-3-methoxyphenyl)-1,7-dicarba-closo-dodecaborane (58) 
To a solution of 1,7-dicarba-closo-dodecaborane (14) (418 mg, 3.0 mmol) in dimethoxyethane (6 mL) 
was added dropwise a 2.64 M solution of n-BuLi in hexane (1.26 mL, 3.3 mmol) at 0 ºC under Ar 
atmosphere. The mixture was stirred at room temperature for 30 min, and CuCl (330 mg, 3.6 mmol) was 
added in one portion. Stirring was continued at room temperature for 1 h, and pyridine (1.8 mL, 22 mmol) 
and 34 (1.31 g, 3.6 mmol) were added in one portion, and the mixture was heated at 80 ºC for 44 h. After 
cooling, the reaction was quenched with 10% aqueous HCl solution. Insoluble materials were filtered off 
through Celite. The filtrate was extracted with AcOEt, washed with 10% aqueous Na2S2O3 solutions and 
brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: 
n-hexane) gave 58 (300 mg, 0.79 mmol, 34%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 
0.14 (6H, s), 0.97 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 3.03 (1H, br s), 3.78 (3H, s) 6.66–6.89 (3H, m); MS 
(EI) m/z 380 (M+), 323 (100%). 
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1-Hydroxymethyl-12-(4-tert-butyldimethylsiloxy-3-methoxyphenyl)-1,12-dicarba-closo- 
dodecaborane (59) 
To a solution of 58 (200 mg, 0.53 mmol) in dry ether (0.8 mL) was added dropwise a 2.64 M solution of 
n-BuLi in hexane (0.24 mL, 0.63 mmol) at 0 ºC under Ar. After stirring for 1 h at room temperature, the 
mixture was cooled to 0 ºC, and paraformaldehyde (110 mg, 2.6 mmol) was added. The reaction mixture 
was stirred at room temperature for 15 h, and quenched with 10% aqueous HCl solution. Insoluble 
materials were filtered off through Celite. The filtrate was extracted with AcOEt, washed with 10% 
aqueous Na2S2O3 solutions and brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel 
column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1 to 1/1) gave 59 (140 mg, 0.34 mmol, 64%) as 
a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 0.14 (6H, s), 0.97 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 
3.78 (3H,s), 3.86 (2H, d, J = 6.8 Hz), 6.66–6.89 (3H, m); MS (EI) m/z 410 (M+), 353 (100%). 
 
 
1-Hydroxymethyl-7-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,7-dicarba-closo-dodecaborane (BT200) 
To a solution of 59 (134 mg, 0.33 mmol) in dry THF (3 mL) was added a solution of 1 M of TBAF in 
THF (0.39 mL, 0.39 mmol), and the reaction mixture was stirred at room temperature for 15 min. The 
reaction was quenched with water and the solution was extracted with AcOEt. The organic layer was 
washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column 
chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1 to 1/1) gave BT200 as a colorless solid (95 mg, 0.32 
mmol, 98%); Colorless sheets (ether/n-hexane); mp 143.0–144.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  
(ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 3.87 (2H, s), 3.88 (3H, s), 6.76 (1H, d, J = 8.3 Hz), 6.88 (1H, d, J = 2.0 
Hz), 6.95 (1H, dd, J = 2.0 Hz, 8.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3) (ppm) 56.0, 65.4, 76.9, 78.2, 
110.5, 114.0, 121.0, 127.1, 145.9, 146.2; MS (EI) m/z 296 (M+, 100%); HRMS Calcd for C10H20B10O3: 
296.2416, Found: 296.2420; Anal. Calcd for C10H20B10O3: C, 40.53; H, 6.80; Found: C, 40.63; H, 6.77. 
 
 
1-Sulfamoyloxymethyl-7-(3-methoxy-4-sulfamoyloxyphenyl)-1,7-dicarba-closo-dodecaborane 
(BT210) 
BT200 (360 mg, 1.22 mmol) was added to a solution of sulfamoyl chloride (560 mg, 4.86 mmol) in N,N-
dimethyl acetamide (2 mL). The mixture was stirred at room temperature for 9 h, and diluted with ether. 
The organic layer was washed with water and brain, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification 
by silica gel column chromatography (eluent: hexane/AcOEt = 1/1) gave BT210 (473 mg, 1.04 mmol, 
85 %) as a colorless solid; colorless sheets (ether/ CH2Cl2); mp 140.0–142.0 °C; 
1H-NMR (400 MHz, 
DMSO-d6)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 3.82 (3H, s), 4.31 (2H, s), 7.02 (1H, d, J = 2.0 Hz), 7.07 (1H, 
dd, J = 2.0 Hz, 8.3 Hz), 7.26 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.80 (2H, s), 8.01 (2H, s); MS (EI) m/z 454 (M+), 375 
(100%); HRMS Calcd for C10H22B10N2O7S2: 454.1873; Found: 454.1879; Anal. Calcd for 
C10H22B10N2O7S2: C, 26.42; H, 4.88; N, 6.16; Found: C, 26.52; H, 4.71; N, 6.06. 
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1-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,7-dicarba-closo-dodecaborane (BT202) 
To a solution of 58 (100 mg, 0.26 mmol) in dry THF (3 mL) was added a solution of 1 M of TBAF in 
THF (0.32 mL, 0.32 mmol), and the reaction mixture was stirred at room temperature for 14 h. The 
reaction was quenched with water and the solution was extracted with AcOEt. The organic layer was 
washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column 
chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1) gave BT202 as a colorless solid (60 mg, 0.23 mmol, 
87%); Colorless cotton (ether/n-hexane); mp 118.0–119.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 
1.00–3.50 (10H, br m), 3.05 (1H, br s), 3.88 (3H, s), 5.65 (1H, br s), 6.77 (1H, d, J = 8.3 Hz), 6.89 (1H, 
d, J = 2.0 Hz), 6.96 (1H, d, J = 2.0 Hz, 8.3 Hz); 13C-NMR (100 MHz, CDCl3)  (ppm) 54.9, 55.9, 78.5, 
110.6, 113.9, 121.0, 127.2, 145.9, 146.1; MS (EI) m/z 266 (M+, 100%); HRMS Calcd for C9H18B10O2: 
266.2310; Found: 266.2318.  
 
 
1-Hydroxymethyl-1,7-dicarba-closo-dodecaborane (59) 
To a solution of 14 (10 g, 69.3 mmol) in dry ether (90 mL) was added dropwise a 2.64 M solution of n-
BuLi in hexane (31 mL, 81.8 mmol) at 0 oC under Ar. The mixture was stirred at room temperature for 
1h. The mixture was cooled to 0 ºC, and paraformaldehyde (3.12 mg, 104 mmol) was added. The reaction 
mixture was stirred at room temperature for 15 h, and quenched with 10% aqueous HCl solution. 
Insoluble materials were filtered off through Celite. The filtrate was extracted with AcOEt, washed with 
10% aqueous Na2S2O3 solutions and brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica 
gel column chromatography (eluent: n-hexane to n-hexane/AcOEt = 10/1) gave 59 (8.9 g, 51.1 mmol, 
74%) as a colorless solid; 1H-NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 2.92 (1H, br s), 
3.82 (2H, d, J = 6.8 Hz); MS (EI) m/z 174 (M+, 100%). 
 
  
1-tert-Butyldimethylsiloxymethyl-1,7-dicarba-closo-dodecaborane (60) 
To a solution of 59 (8.9 mg, 51.1 mmol) and tert-butyldimethylsilylchloride (11.1 g, 73.5 mmol) in 
CH2Cl2 (50 mL) was added dropwise a imidazole (5.0 g, 73.5 mmol) at 0 ºC under Ar atmosphere. The 
mixture was stirred at room temperature for 30 min. The reaction was quenched with NaHCO3. The 
organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel 
column chromatography (eluent: n-hexane) gave 60 (14.5 g, 50.3 mmol, 99%) as a colorless solid; 1H-
NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 0.03 (6H, s), 0.89 (9H, s), 1.00–3.50 (10H, br m), 2.89 (1H, br s), 3.74 
(2H,s); MS (EI) m/z 288 (M+), 231 (100%).  
 
 
1-Hydroxymethyl-7-(3-ethyl-4- hydroxyphenyl)-1,7-dicarba-closo-dodecaborane 
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(BT250) 
To a solution of 60 (500 mg, 1.74 mmol) in dimethoxyethane (3 mL) was added dropwise a 2.64 M 
solution of n-BuLi in hexane (1 mL, 2.64 mmol) at 0 ºC under Ar atmosphere. The mixture was stirred 
at room temperature for 30 min, and CuCl (217 mg, 2,19 mmol) was added in one portion. Stirring was 
continued at room temperature for 1 h, and pyridine (1.3 mL, 12.9 mmol) and 44 (800 mg, 2.19 mmol) 
were added in one portion, and the mixture was heated at 100 ºC for 45 h. After cooling, the reaction was 
quenched with 10% aqueous HCl solution. Insoluble materials were filtered off through Celite. The 
filtrate was extracted with AcOEt, washed with 10% aqueous Na2S2O3 solutions and brine, dried over 
Na2SO4, and concentrated. Purification by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane) gave the 
mixture of 61 and 44 (1.14 g) as colorless oil. Then, a solution of 61 and 44 (1.14 g) in dry THF (5 mL) 
was added a solution of 1 M of TBAF in THF (4.18 mL, 4.18 mmol), and the reaction mixture was stirred 
at room temperature for 1 h. The reaction was quenched with water and the solution was extracted with 
AcOEt. The organic layer was washed with brine, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification by 
silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 10/1 to 1/1) gave BT250 (260 mg, 0.88 
mmol, 51% (2 step)) as a colorless solid; Colorless prisms (CH2Cl2 /n-hexane); mp 122.0–124.0 °C; 
1H-
NMR (400 MHz, CDCl3)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.21 (3H, t, J = 7.3 Hz), 2.58 (2H, q, J = 7.3 
Hz), 3.87 (2H, s), 4.82 (1H, br s), 6.61 (1H, d, J = 8.3 Hz), 7.12 (1H, dd, J = 2.4 Hz, 8.3 Hz), 7.17 (1H, 
d, J = 2.4 Hz); MS (EI) m/z 294 (M+, 100%); HRMS Calcd for C11H22B10O2: 294.2624; Found: 294.2620 
Anal. Calcd for C11H22B10O2: C, 44.88; H, 7.53 Found: C, 44.77; H, 7.47. 
 
 
1-Sulfamoyloxymethyl-7-(3-ethyl-4-sulfamoyloxyphenyl)-1,7dicarba-closo-dodecaborane (BT260) 
BT250 (220 mg, 0.75 mmol) was added to a solution of sulfamoyl chloride (340 mg, 2.99 mmol) in N,N-
dimethyl acetamide (2 mL). The mixture was stirred at room temperature for 16 h, and diluted with ether. 
The organic layer was washed with water and brain, dried over Na2SO4, and concentrated. Purification 
by silica gel column chromatography (eluent: n-hexane/AcOEt = 5/1) gave BT260 (241 mg, 0.53 mmol, 
71%) as a colorless solid; Colorless sheets (CH2Cl2 /n-hexane); mp 140.0–142.0 °C; 1H-NMR (400 MHz, 
DMSO-d6)  (ppm) 1.00–3.50 (10H, br m), 1.13 (3H, t, J = 7.3 Hz), 2.66 (2H, q, J = 7.3 Hz), 4.31 (2H, 
s), 7.27–7.29 (1H, m), 7.34–7.36 (2H, m), 7.81 (2H, s), 8.15 (2H, s); MS (EI) m/z 452 (M+), 373 (100%); 
HRMS Calcd for C11H24B10N2O6S2: 452.2080; Found: 452.2072; Anal. Calcd for C11H24B10N2O6S2: C, 
29.19; H, 5.35; N, 6.19; Found: C, 29.41; H, 5.20; N, 6.07. 
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Biology 
 
Androgen dependent cell proliferation assay 
SC-3 cells 
The mouse breast cell line, SC-3 was routinely cultivated in MEMα supplemented with 2% FBS and 1 
nM testosterone at 37 °C and 100 IU/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin in a 5% CO2 humidified 
incubator. Cells were trypsinized from the maintenance dish with trypsin-EDTA and seeded in a 96-well 
plate at a density of 2000 cells per final volume of 100 L MEMα supplemented with 2% s.FBS. After 
24 h, 10 L of the medium was removed and 10 L of the drug solution, supplemented with serial 
dilutions of the test compounds or DMSO as dilute control in the presence or absence of 1 nM 
testosterone, was added to triplicate microcultures. Cells were incubated for 3 days. At the end of the 
incubation time, proliferation was evaluated by using the WST-8. 10 M of WST-8 was added to 
microcultures and cells were incubated for 2–4 h. The absorbance at 450 nm was measured. This 
parameter relates to the number of living cells in the culture. 
 
 
LNCaP cells 
The human prostate adenocarcinoma cell line, LNCaP was routinely cultivated in RPMI-1640 
supplemented with 10% FBS and 100 IU/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin at 37 °C in a 5% 
CO2 humidified incubator. Cells were trypsinized from the maintenance dish with trypsin-EDTA and 
seeded in a 96-well plate at a density of 3000 cells per final volume of 100 L RPMI-1640 supplemented 
with 10% s.FBS. After 24 h, 10 L of the medium was removed and 10 L of the drug solution, 
supplemented with serial dilutions of the test compounds or DMSO as dilute control in the presence or 
absence of 1 nM testosterone, was added to triplicate microcultures. Cells were incubated for 7 days, and 
half of the media was removed and medium with the test compounds or DMSO as dilute control in the 
presence or absence of 1 nM testosterone was replaced once after 3 days. At the end of the incubation 
time, proliferation was evaluated by using the WST-8. 10 M of WST-8 was added to microcultures and 
cells were incubated for 2–4 h. The absorbance at 450 nm was measured. This parameter relates to the 
number of living cells in the culture. 
 
 
Competitive binging assay against hAR 
The ligand binding activity of human androgen receptor (hAR) was determined by the nitrocellulose 
filter binding method using [3H] DHT and cytosolic fraction of hAR-LBD (hAR ligand-binding domain)-
transformed Escherichia coli as described previously. A hAR-LBD expression plasmid vector that 
encodes GST-hARLBD (627–919 aa, EF domain) fusion protein under the lac promoter (provided by 
Prof. S. Kato, University of Tokyo) was transfected into E. coli strain HB-101. An overnight culture (10 
mL) of the bacteria was added to 1 L of LB medium and incubated at 27 oC until its optical density 
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reached 0.6-0.7 at 600 nm. Following the addition of IPTG to a concentration of 1 mM, incubation was 
continued for an additional 4.5 h. Cells were harvested by centrifugation at 4000g at 4 oC for 15 min and 
stored at -80 oC until use. All subsequent operations were performed at 4 oC. The bacterial pellet obtained 
from 40 mL of culture was resuspended in 1 mL of ice-cold TEGDM buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 
mM EDTA, 10% glycerol, 10 mM DTT, 10 mM sodium molybdate). This suspension was subjected to 
sonication (10  10 s bursts) on ice, and crude GST-hARLBD fraction was prepared by centrifugation of 
the suspension at 12,000 g for 30 min at 4 oC. This crude receptor fraction was diluted with buffer (20 
mM Tris–HCl pH 8.0, 0.3 M KCl, 1 mM EDTA) to a protein concentration of 0.3–0.5 mg/mL and used 
in binding assays as hAR-LBD fraction. Aliquots of the hAR-LBD fraction were incubated in the dark 
at 4 oC with [3H] DHT (NEN, 4 nM final concentration), triamcinolone acetonide (1 µM final 
concentration), and reference or test compounds (dissolved in DMSO). Nonspecific binding was assessed 
by addition of a 200-fold excess of nonradioactive DHT. After 15 h, a Dextran T-70/c-globulin-coated-
charcoal suspension was added to the ligand/protein mixture (1% Norit A, 0.05% c-globulin, 0.05% 
Dextran T-70 final concentration each) and the whole was incubated at 4 oC for 10 min. The charcoal 
was removed by centrifugation for 5 min at 1300g, and the radioactivity of the supernatant was measured 
in Atomlight (NEN) by using a liquid scintillation counter. 
 
 
Docking study 
Three-dimensional (3D) structures of protein-ligand complexes were predicted by GOLD 5.2 software 
with default settings 74). The 3D structure of human AR used in this study was retrieved from the Protein 
DataBank (PDB) (PDB ID: 2OZ7). The active site of hAR LBD was defined as the collection of amino 
acids for which at least one atom was closer than 6.5 Å to any atom of the bound cyproteron acetate. The 
structural optimizations of ligands were carried out by B3LYP/6-31G(d,p) using Gaussian 09 (Gaussian, 
Inc., Wallingford, CT). Default values were used for other parameters, and the treatment of the ligand 
molecule was the same as in a previous study 23). 
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Cell growth inhibition assay 
MCF-7 cells 
The human breast adenocarcinoma cell line, MCF-7 was routinely cultivated in MEMsupplemented 
with 5% FBS and 100 IU/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin at 37 °C in a 5% CO2 humidified 
incubator. Cells were trypsinized from the maintenance dish with trypsin-EDTA and seeded in a 96-well 
plate at a density of 3000 cells per final volume of 100 L MEM supplemented with 5% FBS and 100 
IU/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin. After 24 h, the medium was removed and 90 L of fresh 
MEM and 10 L of the drug solution, supplemented with serial dilutions of test compounds or DMSO 
as dilute control added to triplicate microcultures. Cells were incubated for 4 days. At the end of the 
incubation time, number of cells was counted by using the WST-8, which was added to microcultures 5 
L each, and they were incubated for 1–3 h. The absorbance at 450 nm was measured. This parameter 
relates to the number of living cells in the culture. 
 
 
MDA-MB-453 cells 
The human breast adenocarcinoma cell line, MDA-MB-453 was routinely cultivated in RPMI-1640 
supplemented with 10% FBS and 100 IU/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin at 37 °C in a 5% 
CO2 humidified incubator. Cells were trypsinized from the maintenance dish with trypsin-EDTA and 
seeded in a 96-well plate at a density of 4000 cells per final volume of 100 L RPMI-1640 supplemented 
with 10% FBS. After 36h, the medium was removed and 90 L of fresh RPMI-1640 and 10 L of the 
drug solution, supplemented with serial dilutions of test compounds or DMSO as dilute control, were 
added to triplicate microcultures. Cells were incubated for 4 days. At the end of the incubation time, 
number of cells was counted by using the WST-8, which was added to microcultures 5 L each, and they 
were incubated for 1–3 h. The absorbance at 450 nm was measured. This parameter relates to the number 
of living cells in the culture. 
 
 
LNCaP cells 
The human prostate adenocarcinoma cell line, LNCaP was routinely cultivated in RPMI-1640 
supplemented with 10% FBS and 100 IU/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin at 37 °C in a 5% 
CO2 humidified incubator. Cells were trypsinized from the maintenance dish with trypsin-EDTA and 
seeded in a 96-well plate at a density of 3000 cells per final volume of 100 L RPMI-1640 supplemented 
with 10% FBS. After 24 h, 50 L of the medium was removed and 40 L of fresh RPMI-1640 and 10 
L of the drug solution, supplemented with serial dilutions of the test compounds or DMSO as dilute 
control, and was added to triplicate microcultures. Cells were incubated for 4 days. At the end of the 
incubation time, proliferation was evaluated by using the WST-8. 5 M of WST-8 was added to 
microcultures and cells were incubated for 1–3 h. The absorbance at 450 nm was measured. This 
parameter relates to the number of living cells in the culture. 
 124 
 
 
PC-3 cells 
The human prostate adenocarcinoma cell line, PC-3 was routinely cultivated in RPMI-1640 
supplemented with 10% FBS and 100 IU/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin at 37 °C in a 5% 
CO2 humidified incubator. Cells were trypsinized from the maintenance dish with trypsin-EDTA and 
seeded in a 96-well plate at a density of 3000 cells per final volume of 100 L RPMI-1640 supplemented 
with 10% FBS. After 36 h, the medium was removed and 90 L of fresh RPMI-1640 and 10 L of the 
drug solution, supplemented with serial dilutions of test compounds or DMSO as dilute control, were 
added to triplicate microcultures. Cells were incubated for 4 days. At the end of the incubation time, 
number of cells was counted by using the WST-8, which was added to microcultures 5 L each, and they 
were incubated for 1–3 h. The absorbance at 450 nm was measured. This parameter relates to the number 
of living cells in the culture. 
 
 
SC-3 cells 
The mouse androgen dependent breast cancer cell line, SC-3 was routinely cultivated in 
MEMsupplemented with 5% FBS, 100 IU/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin at 37 ºC in a 
5% CO2 humidified incubator. Cells were trypsinized from the maintenance dish with trypsin-EDTA and 
seeded in a 96-well plate at a density of 2000 cell per final volume of 100 L MEM supplemented with 
5% FBS and 100 IU/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin. After 24 h, the medium was removed 
and 90 L of fresh MEM and 10 L of the drug solution, supplemented with serial dilutions of test 
compounds or DMSO as dilute control, were added to triplicate microcultures. Cells were incubated for 
3 days. At the end of the incubation time, number of cells was counted by using the WST-8, which was 
added to microcultures 5 L each, and they were incubated for 1–3 h. The absorbance at 450 nm was 
measured. This parameter relates to the number of living cells in the culture. 
 
 
Competitive binging assay against hER  
The ligand binding activity of human estrogen receptor (hER) was determined by nitrocellulose filter 
binding assay method. ER was diluted with a binding assay buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.3 M 
NaCl, 1 mM EDTA pH 8.0, 10 mM 2-mercaptoethanol, 0.2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride) and 
incubated with 4 nM [6,7-3H] E2 in the presence or absence of an unlabeled competitor at 4 ºC for 18 h. 
The incubation mixture was absorbed by suction onto a nitrocellulose membrane that had been soaked 
in binding assay buffer. The membrane was washed two times with buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 0.15 
M NaCl) and with 25 % ethanol in distilled water. Radioactivity that remained in the membrane was 
measured in Atomlight by using a liquid scintillation counter. 
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Analysis of caspase-3/7 positive cells 
MDA-MB-453 cells were treated with test compound for 48 h. The cells (1  106 cells/mL) were 
suspended in assay buffer (50 L) and transferred into an Eppendorf tube. Muse caspase-3/7 reagent (5 
L) was added and the mixture was incubated for 30 min at 37 ºC in a 5% CO2 humidified incubator. 
Muse caspase 7-AAD (150 L) was added and the mixture was incubated for 5 min at room temperature 
in the dark. The fluorescent-labeled cells were measured with Muse Cell Analyzer (Merck Millipore). 
 
 
Analysis of DNA damaged cells 
MDA-MB-453 cells were treated with test compound for 48 h. The cells were transferred into an 
Eppendorf tube, and centrifuged (300 xg) for 5 min at 4 ºC. The cells were washed once with PBS and 
fixed in fixation buffer at 0 ºC for 10 min. The cells were centrifuged (300 xg) for 5 min at 4 ºC and 
permeabilized in permeabilization buffer at 0 ºC for 10 min. The cells were centrifuged (300 xg) for 5 
min at 4 ºC and suspended in assay buffer (90 L per 1  105 cells). The antibody cocktail (10 L) was 
added and the cells were incubated for 30 min in the dark at room temperature. The cells were centrifuged 
(300 xg) for 5 min at 4 ºC and washed with assay buffer. The cells were suspended in assay buffer (200 
L) and the fluorescent-labeled cells were measured with Muse Cell Analyzer (Merck Millipore). 
 
 
Tubulin polymerization assay 
An in-vitro assay for monitoring the time-dependent polymerization of tubulin to microtubules was 
performed employing a fluorescence-based tubulin polymerization assay kit (BK011P, Cytoskeleton, 
Inc.) in accordance with the manufacturer’s instructions. The reaction mixture in a final volume of 55 L 
in PEM buffer (80 mM PIPES, 0.5 mM ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), 2 mM MgCl2, pH = 6.9) 
contained 2 mg/mL bovine brain tubulin, 10 M fluorescent reporter, 1 mM guanosine triphosphate 
(GTP), and 20% glycerol in the presence or absence of test compounds (final concentration: 20 mM) at 
37 °C. The polymerization of tubulin was monitored by measuring the fluorescence enhancement due to 
the incorporation of a fluorescence reporter into microtubules upon polymerization. The fluorescence 
emission at 450 nm (ex = 360 nm) was measured for 1 h in 1 min intervals on a multimode plate reader 
(TECAN Infinite M1000). Tubulin polymerization assays were conducted with reagents as recommended 
by the manufacturer (Cytoskeleton, Inc.). 2-Methyxyestradiol was used as positive controls under similar 
experimental conditions. 
 
 
STS-inhibitory activity assay 
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The STS activity was determined by measuring the total of labeled estrone ([3H] E1) and estradiol ([3H] 
E2) formed from labeled estrone sulfate ([3H] E1S). In this case, MCF-7 homogenate solution was used 
as the STS solution. MCF-7 were cultivated under common conditions in D-MEM supplemented with 
5% FBS, 100 IU/mL penicillin, and 100 mg/mL streptomycin at 37 °C in a humidified incubator (5% 
CO2). Homogenates of MCF-7 cells were prepared by repeated freezing (-80 
oC) and thawing processes 
(5 times), interspersed by homogenizations using an ultrasonic homogenizer. The homogenate was 
diluted with Tris-EDTA buffer containing 10% glyceol, (TE buffer), and centrifuged (15000 g, 4 oC, 15 
min). The protein concentration of the supernatant was adjusted to 0.2 mg/mL by adding TF buffer. Prior 
to being used as an STS solution this solution was kept at -80 oC. Reaction mixtures of 300 L of STS 
solution, 10 nM of [3H] E1S, and each test compound were incubated at 37 oC for 7 h. The reaction was 
quenched by adding cold toluene and shaking. An aliquot (700 L) of the organic layer containing [3H] 
E1 and [3H] E2 was counted in 5 mL of Atomlight (NEN) by using a liquid scintillation counter.  
 
 
Cell cycle analysis 
MDA-MB-453 cells were treated with test compounds for 48 h. The cells were transferred into an 
Eppendorf tube, and centrifuged at 300 g for 5 min at 4 oC. The cells were washed twice with PBS and 
fixed in 70% ethanol at -20 oC for 3 h. The fixed cells (2  105 cells) were added to a new tube, centrifuged 
at 300 g for 5 min at 4 oC, and wash once with PBS. Muse cell cycle reagent (200 L) was added and the 
mixture was incubated for 30 min at room temperature in the dark. The fluorescent-labeled cells were 
measured with Muse Cell Analyzer (Merck Millipore). 
 
 
Analysis of annexin V-positive cells 
MDA-MB-453 cells were treated with test compound for 48 h. The cells (1  107 cells/mL) were 
suspended in cell culture buffer RPMI-1640 and transferred into an Eppendorf tube. Muse annexin V 
reagent (100 L) was added and the mixture was incubated for 20 min at room temperature in the dark. 
The fluorescent-labeled cells were measured with Muse Cell Analyzer (Merck Millipore). 
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